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1. INTRODUCCION
T o d as  l a s  p r o t e a s a s , y a  s e a n  d e  p l a n t a s , a n im a le s  o 
d e  o r ig e n  m ic r o b ia n o ,  s e  c a r a c t e r i z a n  p o r  su  fa c i l id a d  p a r a  c a t a l i z a r  
la  r u p tu r a  h id r o lf t ic a  d e  l a s  u n io n e s  p e p tfd ic a s  e n t r e  lo s  a m in o é c id o s .
La m a y o r  p a r t e  d e  l a s  p r o t e a s a s  a i s la d a s  y  p u r i f ic a —  
d a s  so n  e s p e c i f i c a s  con  r e l a c  ion  a  lo s  e n la c e s  p e p tid ic o s  q u e  pu ed en  -  
r o m p e r ;  a s i  p o r  e je m p lo ,  la  t r ip s i n a  c r i s t a l i z a d a  h id r o l iz a  l a s  c a d e —  
n a s  d e  lo s  g ru p o s  c a rb o x f l ic o s  d e  lo s  a m in o â c id o s  b é s i c o s ,  U s in a  y  a r  
g in in a .  SIn e m b a r g o ,  en o t r a s  p r o t e a s a s  c r i s t a l i n a s , t a i e s  c o m o  p e p s i 
n a ,  q u im o t r ip s in a , p a p a in a , c a rb o x ip e p tid a s a  y a m in o p e p tid a s a  e s ta  -  
e s p e c i f ic id a d  n o  s e  h a  a c la r a d o  au n  c o m p le ta m e n te .
L os m ic ro o rg a n is m  o s  q u e  u t i l i z a n  l a s  p ro te in a s  com o 
m a te r i a l  n u t r i e n t e , t ie n e n  que  p ro d u c i r  lo s  e n z im a s  n e c e s a r io s  p a r a  -  
la  h id r ô l i s i s  d e  e s t a s  p r o t e in a s .  D e e s to  s e  d e d u c e , q u e  d e b e  h a b e r  un 
g ra n  n u m é ro  d e  p r o t e a s a s  m ic ro b ia n a s  p ro d u c id a s  p o r  n u m e r o s a s  e s -  
p e c ie s  d e  m ic r o o r g a n i s m o s , in c lu y e n d o  m u c h a s  b a c t e r i a s , h o n g o s  y -  
l e v a d u r a s .
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L as p r o te a s a s  m ic r o b ia n a s ,  u t i le s  en e l c a m p o  c o m e r -  
c i a l , s e  o b tien en  d e  fu e n te s  b a c te r i a n a s  o fu n g ic a s  y d lf ie re n  se g û n  s u  
p r o c e d e n c ia ,  en su  e s p e c if ic id a d  y  m o d o  d e  a c tu a c iô n .
S e  h an  p u r i f ic a d o  o  c r i s t a l i z a d o  m uy  p o c a s  p r o t e a s a s  
m ic r o b ia n a s ,  c o m o  a s im is m o  a p e n a s  s e  c o n o c e  la  e s p e c if ic id a d  d e  e s ­
te s  e n z im a s . T al v e z  lo s  t r a b a jo s  m â s  in t e r e s a n te s  s e a n  lo s  d e  a lg u n o s  
in v e s t ig a d o re s  ja p o n e s e s  a l c r i s t a l i z a r  u n a  p r o te a s a  d e l A s p e r g i l lu s  -  
o r i z a e  y  una p r o te a s a  d e l g é n e ro  B a c il lu s  s u b t i l i s .
L os e n z im a s  p r o te o l i t i c o s  q u e  s e  e n c u e n tra n  en e l c o -  
m e r c io  son  m e z c la s  d e  p r o t e a s a s :  e n d o p e p tid a s a s  y e x o p e p t id a s a s . Su 
a c c iô n  p r o te o l i t i c a  p o r  ta n to  e s  e x tr e m a d a m e n te  c o m p lic a d a  a l t e n e r  -  
e s t r u c tu r a s  p ro te in ic a s  c o m p le ja s  d e  a l to  p e so  m o le c u la r ,  q u e  pueden  
c o n te n e r  h a s  ta  v e in te  a m in o â c id o s  d i f e r e n te s  en v a r i a s  s e r i e s .
El d e s c u b r im ie n to  d e  q u e  m u ch o s  d e  lo s  c a m b io s  q u f-  
m ic o s  in d u s t r i a le s  q u e  s e  p re s e n ta n  en lo s  p ro c e s o s  m ic ro b ia n o s  son  
e n te r a m e n te  e n z im â t ic o s ,  co n d u jo  a  d iv e r s o s  in te n te s  p a r a  p r e p a r a r  
e n z im a s  p u r i f ic a d o s  a  e s c a l a  c o m e r c ia l .  E sta  fue  una  d e  l a s  c a u s a s  -  
p o r  lo  q u e  s e  in ic iô  e l e s tu d io  d e  e s t e  c a m p o .
La p r im e r a  a p lic a c iô n  p r a c t ic e  c o n o c id a  d e  la s  p r o t e a -  
s a s  m ic ro b ia n a s  fu é  e l "K o ji"  d e  lo s  j a p o n e s e s , in tro d u c id o  en ja p o n  -
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h a c e  u n o s 1 .7 0 0  a n o s ,  p ro c é d a n te  d e  C h in a .
E s te  té r m in o  s e  r e f e r f a  e s p e c i f ic a m e n te  a l  p roduct©  
o b te n id o  d e l c r e c lm ie n to  d e l hongo  A s p e r g i l lu s  o r i z a e  s o b r e  lo s  g r a —  
n o s  d e  c e r e a l e s .
La a c tiv id a d  p r o te o l i t i c a  d e l "K o ji"  s e  h a  u t i l iz a d o  d u ­
r a n t e  s ig lo s  y  to d a v fa  hoy  s e  s ig u e  u sa n d o  en l a s  f a b r ic a c io n e s  d e  s a k e ,  
s o ja  s a z o n a d a  y o t r o s  p ro d u c to s  a l im e n t ic io s  y b e b id a s  j a p o n e s a s ,  ( 1 ) ,  
s i  b ie n  la  n a tu r a le z a  e n z im â tic a  y su  m o d o  d e  a c c iô n  no  s e  c o n o c iô  h a s -  
ta  la  u l t im a  nnitad d e l s ig lo  X IX , d e s p u é s  q u e  Ja p o n  a b r i e r a  s u s  p u e r — 
ta s  a  la  c iv i l iz a c iô n  o c c id e n ta l .  F ué e l  D r .  J o k ic h i T ak am in o  q u ie n ,  a l 
in t r o d u c i r  e l u s o  d e l "K o ji"  en  lo s  E s ta d o s  U n idos h a c ia  1 .8 9 0 ,  d iô  e l 
p r i m e r  p a s o  p a ra  la  a p lic a c iô n  c o m e r c ia l  d e  lo s  e n z im a s  fu n g ic o s  c o n -  
c e n t r a d o s .  El m is m o  d e s a r r o l l ô  e l p ro c e d im ie n to  d e  c u lt iv o  d e l hongo  
s o b r e  c r e m a  d e  s a lv a d o ,  la  e x tr a c c iô n  con  a g u a  d e  lo s  e n z im a s  "K o ji"  
y su  p o s t e r io r  p r e c ip i ta c iô n  con a lc o h o l .
f
V e in te  a n o s  m â s  t a r d e  en  F r a n c i a ,  B oidin y E ffro n t, -  
fu e ro n  lo s  p io n e ro s  en  la  p ro d u c c iô n  d e  e n z im a s  b a c te r i a n o s .
Y o s h id a , F . en 1 .9 6 2 ,  ( 2 ) ,  ob tuvo  u n a  p r o te a s a  c r i s -  
t a l in a  in t e r e s a n te  a p a r t i r  d e  un m oho  n e g ro  d e s ig n a d o  co m o  A s p e r g i­
l lu s  s a i to i  y  q u e  s e  l la m ô  a s p e r g i l l o - p e p t id a s a - A . E s te  enz im a e s  m uy
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d if e r e n te  a  l a s  p r o te a s a s  m ic ro b ia n a s  c o n o c id a s  a n te r io r m e n te , e s  una 
p ro te a s a  â c id a ,  y con u n a s  p ro p ie d a d e s  m uy s i m i la r e s  a  lo s  e n z im a s  -  
a n im a le s ,  p e p s in a  y r e n in a .  La a c tiv id a d  o p tim a  e s ta  a  un pH d e  2 ,5  â  
3 ,5  y  la  m é x im a  e s ta b il id a d  a pH 4 , 0 .  Se in a c t iv a  râ p id a m e n te  a  t e m -  
p e r a tu r a  a m b ie n te  y a  n iv e le s  d e  pH p o r  e n c im a  d e  4 ,0  p e ro  la  p r e s e n -  
c ia  d e  c a s e fn a  e s ta b i l iz a  e l e n z im a  a  pH 6 ,0 .
C inc  o a n o s  d e s p u é s , M o r ih a r a ,  K . en 1 .9 6 7 , ( 3 ) ,  e s ­
tu d io  la  p ro te a s a  a lc a l in a  p ro d u c id a  p o r  e l S tr e p to m y c e s  f r a d ia e  o b s e r -  
vando  q u e , en c o n tra p o s ic io n  a  la  a s p e r g i l lo -p e p t id a s a - A  , e r a  a s ta b le  
a  un r a n g o  d e  pH d e  5 ,0  â  1 0 ,0  y b a ja  t e m p e r a t u r a .
B asén d o sé  en e l é x ito  d e l m éto d o  d e  lo s  c u lt iv o s  s u m e £  
g id o s  p a ra  la  p ro d u c c iô n  d e  a n t ib iô t ic o s , s e  e m p e z a ro n  a  u t i l i z e r  h a c e  
poco  tie m p o  e s to s  m is m o s  m é to d o s  p a r a  la  p ro d u cc iô n  d e  e n z im a s  m i— 
c ro b ia n o s  y en la  a c tu a lid a d  s e  e m p le a n  en  g ra n  e s c a l a .
H a s ta  la  fe c h a  s e  h a  d e s a r r o l l a d o  un n u m é ro  r e l a t i v a -  
m e n te  peq u en o  d e  a p lic a c io n e s  in d u s t r i a le s  con la s  p r o te a s a s  m ic ro b ia ­
n a s ,  p e ro  to d a s  e l l a s  im p o r ta n te s .  E ste  n u m é ro  s e  e s té  au m e n ta n d o  g ra  
c ia s  a la  in v e s tîg a c iô n  r e a l iz a d a  y s e  a m p l ia r â  m é s  s in  d u d a , en e l fu tu ­
r e ,  ta l  co m o  n o s  in d ican  la s  c o m u n ic a c io n e s  d e  T s y p e ro v ic h , A .S .  ( 4 ) ,  
S herw ood , M . ( 5 ) ,  y O k a z a k i, H . ( 6 ) .
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H ay  n u m e r o s o s  m ic ro o rg a n is m o s  q u e  h an  d e m o s tra d o  
su  c a p a c id a d  d e  p r o d u c i r  p r o t e a s a s ,  s in  e m b a r g o  su  c o m e r c ia l iz a c io n  
e s t a  r e s t r i n g  id a  p o r  c o n s id e ra c io n e s  le g a te s  no  a c tu a l i z a d a s .
Se d e b e n  c o n s id e r a r  lo s  s ig u ie n te s  f a c t o r e s ,  s i  s e  q u ie  
r e  c o n s e g u i r  una  c o m e r c ia l iz a c io n  p ro v e c h o s a  :
El o r g a n i s m e  d e b e  c r e c e r  y p r o d u c i r  e n z im a s  s o b r e  -  
m a te r i a  p r im a  b a r a t a  y  fa c i l  d e  o b te n e r .
D e b e  p ro d u c i r  p r o t e a s a s  e x t r a c e lu l a r e s  d e  a l to  r e n d i -  
m ie n to  y en  c o r to  t ie m p o  d e  f e r m e n ta c iô n ,  p r e f e r ib l e -  
m e n te  en  c u lt iv o s  s u m e r g id o s .
El e n z im a  c ru d o  s e  d e b e  a i s l a r  fa c i lm e n te  y con  una -  
b u en a  r e c u p e r a c iô n  d e  lo s  c a ld o s  d e  fe r m e n ta c iô n .
El o r g a n i s m e  no d e b e  s e r  p a tô g e n o , ni e s t a r  r e l a c io  -  
nado  f i lo g e n é t ic a m e n te  a  un  p a tô g e n o .
No d e b e  p ro d u c i r  c u a lq u ie r  o t r o  m a te r i a l  a c tiv o  b io  -  
lô g ic a  m e n te .
El o rg a n is m e  d eb e  s e r  f a c i lm e n te  e lim in a d o  o in a c t iv a  
do p o r  c a l o r .
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L os e n z im a s  p ro d u c id o s  d eb en  t e n e r  l a s  c a r a c t e r i s t i -  
c a s  p r é c i s a s  p a r a  s e r  e m p le a d o s  en  s u  a p l ic a c iô n  fi -  
n a l .
1 .1 .  E n z im a s  p r o te o l i t i c o s  y  s u s  p o s ib le s  u t i l i z a c iô n e s
Los u s o s  in d u s t r i a le s  m â s  f r e c u e n te s  hoy  e n  d ia  s e g u n  
d i f e r e n te s  a u to r e s  ( 7 ) ,  ( 8 ) ,  s e  ex p o n en  e n  la  s ig u ie n te  ta b la  :
USOS DE LOS ENZIM AS PROTEOLITICOS EN INDUSTRIAS
P r o c e d e n c i a
I n d u s t r i e  y  u s o
■ B a c te r ia n a F u n g ica
C o c im ie n to  d e  g a l l e t a s ,  pan _ +
A lim e n to s  d e  c e r e a l e s  d e l d e sa y ü n o + +
A b la n d a m ie n to  d e  c a r n e s . + +
A u m e n to  d e  la  t r a n s p a r e n c i a  d e  la  c e r -  
v e z a  a  p ru e b a  d e  f r f o . + +
I n g r e d ie n te s  d e  a l im e n to s  p a ra  a n im a le s + +
H id ro l iz a d o s  d e  p r o t e i n a s . + +
R endido d e  p i e l e s . + +
D e p ila d o  d e  p i e l e s . + +
L im p ie z a  e n  s e c o  d e  t e j i d o s . ♦ _
M o rd ie n te s  t e x t i l e s . +
R e c u p e ra c iô n  d e  p e l i c u l a s . + +
D e s b r id a  m ie n to  d e  h e r  ida  s .
D ism in u c iô n  d e  in f la m a c io n e s ,  h e m a to ­
m a s ,  c o â g u lo s  s a n g u in e o s . + +
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1 .2 .  U tl l iz a c iô n  d e  lo s  e n z im a s  p r o te o l i t i c o s  e n  c u r t id o s
La in d u s t r i a  d e l c u e r o  u t i l iz a  l a s  p r o t e a s a s  m ic ro b ia ­
n a s  e n  e l re n d id o  d e  la  p ie l ,  h a b ie n d o  s id o  s u s t i tu id o s  la  m a y o r ia  d e  -  
lo s  m é to d o s  c lâ s ic o s  e m p le a d o s  d e  e m p a ja r  l a s  p ie le s  en  f o s o s ,  co n  -  
b a r r o  o  p a p il la  d e  s u l f u r o s .
L as  in v e s t ig a c io n e s  h e c h a s ,  c a d a  v e z  e n  m a y o r  e s c a ­
la  p o r  l a b o r a to r io s  d e  d i f e r e n t e s  p a i s e s ,  h a n  d e m o s tr a d o  que lo s  en  -  
z im a s  b a c te r ia n o s  so n  m uy  e f i c a c e s  en  la  d e p ila c iô n  d e  p ie le s  d e  bôy i 
d o s .  P uede  e s p e r a r s e  p o r  ta n to  q u e  a lg u n a s  d e  e s t a s  p r o t e a s a s  r e e m -  
p la c e n  e l  m é to d o  m a s  le n to  y m e n o s  e f ic a z  q u e  s e  e m p le a  c o r r i e n t e  -  
m e n te .
L as  d i f e r e n te s  f a s e s  d e  t r a m  ie n to  d e  la  p ie l  so n  :
1 9 . -  P re m o ja d o
2 9 . -  P e lado
3 9 . -  S acu d id o  p a r a  e l im in a r  to d o  e l  m a te r i a l  in te r  -  
f i b r i l a r .
L os e n z im a s  p u ed en  u s a r s e  e n  c u a lq u ie r a  d e  e s t a s  t r è s  
f a s e s ,  p e ro  tie n e n  una  m a y o r  y p a r t i c u l a r  a p l ic a c iô n  en  l a s  d o s  u lt im a s . 
Los m é s  u t i l iz a d o s  h an  s id o  la s  p r o t e a s a s  d e l B a c illu s  s u b t i l i s , K e a y ,L . 
( 9 ) .
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N ic k e rs o r ii  W .J . ,  en  1957 ( 10) in v e s tig ô  e l  p ro c e s o  d d  
L ra ta m ie n to  d e  m a t e r i a s  q u e r a t i n o s a s , en  p a r t i c u l a r  la  d e g ra d a c io n  d e  
la  q u e ra t in a  p o r  lo s  e n z im a s  p ro d u c id o s  p o r  e l S t r e p to m y c e s  f r a d ia e  y 
en  e l  an o  1962 ( 1 1 ) ,  e s tu d io  la s  p ro p ie d a d e s  c o n ju g a d a s  d e l e n z im a  e la  
b o ra d o  p o r  e l S tre p to m y c e s  f r a d ia e  , a s i  co m o  la s  p ro p ie d a d e s  d e l  en  -  
z im a  c r i s ta l iz a d o  ( 1 2 ) .  A n o s  m a s  t a r d e ,  M o r ih a r a ,  K . y  c o l .  en  1966 , 
( 1 3 ) , in v e s tig a  co n  d i f e r e n te s  c e p a s  d e  S tr e p to m y c e s  y  o b s e r v a  q u e  la  
m a x im a  c a n tid a d  d e  e n z im a s  p r o te o l i t ic o s  s e  o b te n ia  co n  c e p a s  d e l 
S tr e p to m y c e s  f r a d i a e .
1 .3 .  Ü til iz a c iô n  en  C o s m é t ic a
C a v e r n ,  T .W . 1963, (1 4 ) d ic e  q u e  lo s  d e p i la to r io s  -  
m o d e rn o s  tie n e n  p o r  o b je to  e l im in a r  e l  p e lo  no  d e s e a d o  en  b r a z o s  , 
p ie r  n a s  y a x i la s  y e s t a  b a s a d o  en  a g e n te s  r e d u c to r e s  y  a l c a l i s .
È1 a g e n te  re d u c to  a ta c a  a lo s  l ig a m e n to s  d e  b is u lfu r o  
d e  c is te in a  en  la  q u e ra t in a  y e l  a lc a l i  in c i ta  a la  h in ch az ô n  y d is p e r  -  
s iô n  d e l re d u c id o  te j id o  p ro te ic o .
Los d e p i la to r io s  d e  e s t a  c l a s e ,  l la m a d o s  d e p i la to r io s  
q u im ic o s , a c tu a n ,  û n ic a m e n te  a p H . e le v a d o , p o r  lo  que  e l e fe c to  d e  -  
d ic h a s  c o m p o s ic io n e s  s o b r e  u n a  p ie l  n o rm a l no  r é s u l t a  nunca  b e n e fi -
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D e s d e  h a c e  a lg û n  tie m p o  s e  s a b e  q u e  a lg u n o s  e n z im a s  
p ro te o l i t ic o s  p ro d u c id o s  p o r  S tr e p to m y c e s  , so n  c a p a c e s  d e  d ig e r i r  que  
r a t ln a  h a tiv a  e  in a l t e r a d a ,  y q u e  c e p a s  d e  S tr e p to m y c e s  f r a d ia e  , so n  -  
e x t r a o r d in a r ia m e n te  a c t iv a s  e n  la  d e s c o ra p o s ic iô n  d e  la  q u e r a t in a .
U na  p a te n te  d e  la  M e a r l  C o r p o r a t io n  en  E E .U U . (1 ) ,  
ha d e s c r i to  e l e m p le o  d e  S tr e p to m y c e s  f r a d ia e  , p a r a  c o n v e r t i r  e s t a s  -  
s u s ta n c ia s  q u e r a t in o s a s  en  c o m p o n e n te s  s o lu b le s  d e  in t e r é s  c o m e r c i a l , 
d e  e m p le o  c o m o  a g e n te  d e p i l a to r io .
El e n z im a  q u e ra t in o l i t ic o  e s  e s ta b le  a  un  pH d e  7 ,0  a 
8 ,0 ;  p o r  e n c im a  d e  un  pH 8 ,0  la  e s ta b i l id a d  c o m ie n z a  a  d i s m i n u i r .  El 
e n z im a  q u e r a t in o l i t ic o  c o n tie n e  a lg u n o s  g ru p o s  s u lh id r ic o s  y  p o r  lo  -  
ta n to ,  e s  d i f e r e n t e  a  o t r o s  e n z im a s  d e  t ip o  s e m e ja n t e .  A s i ,  e s  p o s ib le  
in c o r p o r a r lo  a  un e n v a s e  s ta n d a rd  d e  a e r o s o l , a ju s ta n d o  e l p H . a  apro^ 
x im a d a m e n te  7 ,5  a n te s  d e  a p l i c a r  la  s o b r e p r e s i ô n .
P o r e s t a  r a z ô n ,  la  p a te n te  r e c o m ie n d a  e l a lm a c e n a je  
de  la  m e z c la  a c u o s a  en  s i t io  f r e s c o  y e n  un  m e d io  a m o r t ig u a d o r  d en  -  
t r o  d e  lo s  v a lo r e s  d e  pH 7 ,0  -  8 , 0 .  P o r  lo  d e m â s ,  e l e n z im a  s e c o  p u e ­
d e  g u a r d a r s e  d u r a n te  m ue ho t ie m p o  s in  p é rd id a  d e  a c t iv id a d .
En te r m in e s  g é n é r a l e s ,  ha d e  s u b r a y a r s e  q u e  la  e f i -  
c a c ia  d e l d e p i l a to r io  d e p e n d e  d e  la  p u re z a  d e l  e n z im a  u t i l iz a d o ,  d e l -
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pH d e l p r e p a r a d o  te r m in a d o ,  d e  la  p r e s e n c ia  d e  m a te r i a le s  q u e  pu ed en  
c o m p r o m e te r  la  f o r m u la ,  y  d e  o t r o s  f a c t o r e s .  A d e m a s  e s t a  c la s e  d e  -  
d e p i l a to r io s  no t i e n e  una  a c c iô n  ta n  r a p id a  c o m o  lo s  d e p i la to r io s  q u fn u  
c o s ,  au n q u e  e s  im p o r ta n te  s e n a l a r  q u e  la  d e p ila c iô n  e n z im â tic a  e s  m u -  
ch o  m e n o s  i r r i t a n t e  p a r a  la  p ie l q u e  la  d e p ila c iô n  q u fm ic a .
C u a lq u ie r  q u im ic o  c o s m é t ic o  q u e  ha  d e  e n f r e n ta r s e  -  
co n  e l p ro b le m a  d e  p e r f u m a r  un d e p i la to r io  q u im ic o  b a sa d o  e n  t lo g l i  -  
c o la to s  o s u l f i to s  y a  v a lo r e s  d e  p H . 1 2 ,0  o m â s ,  e s t a r â  s e g u r a m e n te  
d e  a c u e rd o  q u e  e n  e s t e  m e d io , un  p e r fu m e  s e  e s t r o p e a f â d l y  f r e c u e n -  
te m e n te .  P a ra  p e r f u m a r  d e p i l a to r io s  e n z im â t ic o s  no  e x is te  e s t a  d if i  -  
c u l t a d ,  ya  q u e  n i h ay  q u e  q u i t a r  un  o lo r  o fe n s iv o , n i s e  ha  d e  c o n s id e ­
r a r  un  p H . e le v a d o .
El fu tu ro  p o d râ  v e r  un  d e s a r r o l l o  u l t e r i o r  de  e s t a  f o r ­
m a  in t e r e s a n te  d e  d e p i la to r io ,  ya q u e  e l  e m p le o  d e  lo s  d e p i l a to r io s  -  
q u fm ic o s , b a s a d o s ,  co m o  lo  so n  lo s  a c tu a t e s ,  en  a g e n te s  r e d u c to r e s  
y â lc a l i s  f u e r t e s ,  d e ja n  m u ch o  q u e  d e s e a r  d e s d e  e l  p u n to  d e  v is ta  d e r  
m a to lô g ic o .
1 .4 .  Ü ti l iz a c iô n  en  m e d ic a m e n to s
S to u ld t, T . (1 5 )  y V a g u e s , H . y H o r th ,  H . ( 16) , h i -
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c 1er on un e s tu d io  s o b r e  lo s  e n z im a s  p ro te o l i t i c o s  en  l a  h ig ie n e  o r a l .  -  
El d ie n te  t ie n e  n o rm a lm e n te  u n a  c u b ie r ta  d e  un m a te r i a l  f i ja d o r  llam a^ 
do " p l a ç a " ,  q u e  e s  una  c o m b in a c iô n  d e  m ic ro o rg a n is m o s  v a r io s  s o b r e  
u n a  m a t r i z  o rg é n ic a  c o n s t î tu id a  p o r  d e x tr a n o s  y  p r o t e in a s ,
F i t z g e r a ld ,  R . J .  (1 7 )  , h a  c o m p ro b a d o  en h a m s t e r s ,  -  
q u e  la  a d m in is tr a c iô n  d e  la  d e x t r a n a s a  d e l P e n ic illu n  fu n ic u lo su m  r e ­
d u c e  l a s  " p la ç a s "  d e n ta l e s .
 ^ M âs  r e c i e n te m e n te .  S h a v e r ,  K . J .  y c o l .  ( 1 8 ) ,  ha  d e ­
m o s t r a d o  q u e  la  m e z c la  d e  p r o t e a s a - a m i l a s a  d e  B a c il lu s  s u b t i l i s , en  -  
f o r m a  d e  so lu c Io n  a c u o s a ,  r e d u c e  e l 50% d e  l a s  " p la ç a s "  en  h u m a n o s .
E s tu d io s ,  "!n v i t r o " ,  con  una  " p la ç a "  s in té t ic a  s o b r e  
c r i s t a l  o p la t in o ,  han  p u e s to  en  e v id e n c ia  que  e s t a  p r o te a s a  n e u tr a  e s  
e l  a g e n te  m â s  a c tiv o  en la  m e z c la  d e  e n z im a s ,  lo  c u a l s e  ha  d e m o s —  
t r a d o  ta m b ié n  " in  v iv o " .
1 .5 .  Ü til iz a c iô n  en la  a l im e n ta c iô n  . 
carnes
Segun D u m o n t, B .L . ( 1 9 ) ,  l a s  c u a l id a d e s  o rg a n o ié p — 
t i c a s  d e  la s  c a r n e s  q u e  tien en  en c u e n ta  lo s  p ro f e s io n a le s  que  v iv en  de  
su  c o m e r c io ,  son  ; c o l o r ,  tè x tu ra  d e  l a s  f ib r a s  m u s c u la r e s  y te j id o  -
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co n ju n tiv o , a d ip o s id a d  ( g r a s a s  d e  r e c u b r im ie n to  e  i n t r a m u s c u l a r ) , -  
c u a l id a d e s  f f s ic a s  d e  l a s  g r a s a s ,  g ra d o  d e  f i r m e z a  y h u m ed ad  a  p a r e n ­
t e .  Los c o n s u m id o re s  d an  im p o r ta n c ia  s o b r e  to d o  a  la  b la n d u ra  ju n to  -  
a  la  s u c u le n c ia  y e l  g u s to .
L os la b o r a to r io s  d e  in v e s tig a c io n  e n  e s t e  c a m p o , s e  -  
e s f u e rz a n  en  e v a lu a r  o b je t iv a m e n te  la  b la n d u ra  d e  la  c a r n e  c o n s id e r a n  
do que  lo s  c o n s u m id o re s  a p r e c ia n  e s t a s  c a r a c t e r f s t i c a s  se g u n  la  m a -  
y o r  o m e n o r  f a c i l id a d  c o n  que  la  c a r n e  s e  p u e d e  c o r t a r ,  d e s g a r r a r  y 
t r i t u r a r  co n  e l  a p a r a to  d e n ta l  y  q u e  la s  c a r n e s  d e  b ô v id o s , o v e j a s , -  
c e r d o s , e t c . ,  p o s e e n  d iv e r s o s  g r a d o s  d e  d u r e z a .
P a ra  C r a p le t ,  C .  1966 ( 2 0 ) ,  to d o s  lo s  p ro b le m a s  o r  -  
g a n o lé p t ic o s  q u e  a fe c ta n  a  la  c o n s e r v a c iô n  d e  la  c a r n e  o s u  t r a n s f o r -  
m a c iô n  in d u s t r i a l ,  s e  d e b e n  a  r e a c c io n e s  e n z im â t i c a s ,  o r ig in a d a s  p o r  
e n z im a s  p ro p io s  d e l a n im a l o p o r  e n z im a s  d e  m ic r o o r g a n is m o s .
L os e n z im a s  p ro te o l i t i c o s  in f lu y en  e s e n c ia lm e n te  so  -  
b r e  la  b la n d u ra  d e  la  c a r n e ,  P o r un lad o  lo s  e n z im a s  d e  o r ig e n  v e g e ­
ta l  ( p a p a in a , f ic in a ,  b ro m e lin a )  p o r  o t r o ,  lo s  e n z im a s  d e  o r ig e n  fûn 
g ic o .  El g ra d o  d e  t e r n u r a  d e  la  c a r n e  d e p e n d e , en  g r a n  m e d id a , d e  la  
c o n c e n tra c iô n  e n  p r o t e a s a s  q u e  s e  le  in c o r p o r a .  P râ c t ic a m e n te  0,0015%  
d e  p ap a in a  e s  s u f ic ie n te  p a ra  e l  a b la n d a m ie n to  e n z im â tic o  a r t i f i c i a l  -
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d e  la  c a r n e  y a  e s t a  c o n c e n t r a c iô n ,  e l  e n z im a  no m o d if ic a  e l  a r o m a  y 
no d â  m a l s a b o r .
T o d as  l a s  p r o t e a s a s  d e  l a s  q u e  e s t â m e s  h ab lan d o  son  
a c t iv a s  a l a s  t e m p e r a t u r e s  d e  r e f r i g e r a c iô n  d e  la  c a r n e  (0 9 C . a  49C ) ,  
e  in c lu s o  a  t e m p e r a t u r a  a m b ie n te .  D e  fo r m a  g e n e r a l ,  l a s  p r o t e a s a s  -  
d e  l a s  p la n ta s  p r e s e n ta n  una b u e n a  a c t iv id a d  a  lo s  p H . n o r m a le s  d e  -  
l a s  c a r n e s ;  p o r  e l  c o n t r a r i o ,  l a s  p r o t e a s a s  p a n c r e â t ic a s  tie n e n  una  -  
a c t iv id a d  ô p tim a  e n  m e d io s  l ig e r a m e n te  a l c a l i n e s .
L as p r o t e a s a s  fu n g ic a s  e s tâ n  g e n e r a lm e n te  b ie n  a d a p -  
ta d a s  a  lo s  p H . m e d io s  d e  l a s  c a r n e s  y e n  c u a n to  a l  p H . ô p tim o  d e  la s  
p r o t e a s a s  b a c t e r i a n a s ,  v a r i a  m u ch o  se g u n  e l  g é n e ro  d e  b a c te r ia  c o n ^  
d e r a d a . ■
Son m uy  c o m p le jo s  d e  d é f in i r  e l  a s p e c to  h ig ié n ic o  y -  
l é g i s l a t i v e  d e  la  ü t i l iz a c iô n  d e  lo s  e n z im a s  en  l a s  in d u s t r i a s  a l im e n  -  
t i c i a s  y  e s  m uy  d if ic i l  e l c o n s e g u i r  una  im p re g n a c iô n  h o m o g én ea  d e  la  
c a r n e  p o r  l a s  p r o t e a s a s  cu an d o  e l  a n im a l e s t a  m u e r to ,  p o r  lo  q u e  s e  
p e n s é ,  q u e  s e  p o d r ia n  in y e c ta r  e s t a s  p r o t e a s a s  e n  e l  a n im a l a n te s  d e  
su  m u e r te ,  c o n s ig u ie n d o  a s i  un r e p a r to  m â s  h o m o g én eo  p o r  to d o s  lo s  
te  j  id o s  d e l a n im a l .
En 1959, s e  e m p e z ô  a  in y e c ta r  p o r  v ia  in t r a v e n o s a  la
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p ap a in a  a  lo s  b ô v id o s a n te s  d e  m a ta r lo s .  La in y e c c io n  a n te - m o r te m  de  
e n z im a s  p r o te o l i t i c o s ,  ta m b ié n  lla m a d a  p ro c e d im ie n to  SWIFT, s e  d eb e  
a la  id e a  d e l a m e r ic a n o  B euk , J . F . ,  (1 9 5 9 ) ( 2 1 ) ,  y c o n s i s te  p r â c t i c a ­
m e n te  en  in y e c ta r  en  la  zona y u g u la r  d e  lo s  b ô v id o s  30 m in u to s  a n te s  de 
su  m u e r te ,  una so lu c iô n  a l  5% d e  p a p a in a  en  s u e r o  f i s io lô g ic o .  La c a n  -  
t id a d  de  p a p a in a  in y e c ta d a  pu ed e  v a r i a r  d e  1 ,0  m g . a 30 m g . p o r  k g . -  
d e  p e so  v iv o , en  fun c iô n  co n  e l  g ra d o  d e  p u re z a  d e l e n z im a . L as  co n  -  
c e n tr a c io n e s  d e m a s ia d o  e le v a d a s  dan  m a l s a b o r  a la  c a r n e .
Los e fe c to s  d e  la  in y e c c iô n  d e  p a p a in a  han  s id o  e s tu d m  
d o s  s o b r e  la  m u s c u la tu ra  e s q u e lé t ic a  d e  la  v a c a .  M e . In to s h ,  E .N . -  
(1 9 6 3 ) ,  ( 2 2 ) ,  s o b r e  lo s  m û s c u lo s  d e  p o lio , H u ffm an , D .L .  1967, ( 2 3 ) ,  
la  s a n g r e  y la  o r in a  d e  c o n e jo  jô v e n e s , C a m b ie r ,  D . ( 1 9 6 9 ), ( 2 4 ) ,  e l 
h igado  d e  r a t a s ,  N e s to r o v ,  N . 1970, ( 2 5 ) ,  lo s  m u s c u lo s  d e  r a t o n ,N e s -  
to r o v ,  N . 1971, ( 2 6 ) .
En la  a c tu a lid a d  hay  un g ra n  n u m é ro  d e  p r o te a s a s  en  
e x p e r im e n ta c iô n ,  L os e n z im a s  m â s  u t i l i z a d o s ,  P ap a in a  B ro m e lin a  y 
F ic in a  p ro v ie n e n  d e  p la n ta s  t r o p ic a le s ;  d e  hongos co m o  A s p e rg i l lu s  o r i  
z a e , A s p e rg i l lu s  t e r r i c o l a ; d e  o r ig e n  a n im a l ,  p r in c ip a l  m e n te  t r ip s in a  
p a n c re â t ic a  y de  o r ig e n  b a c te r ia n o  com o  la s  d e  lo s  B a c illu s  m e so p h i -  
lu s  y B a c illu s  T h e rm o p h s ilu s  .
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L as p r o te a s a s  d e l A s p e rg i l lu s  , son a c t iv a s  a  un ra n g e  
g ra n d e  d e  p H , lo  q u e  la s  h a c e  v e n ta jo s a s  p a ra  e l a b la n d a m ie n to  d e  c a r ­
n e .  Han s id e  c o m e r c ia l iz a d a s  en l e s  E s tad o s  U nidos b a jo  e l n o m b re  
"R hozym e P . I I " .
Los d i f e r e n te s  p ro c e d im ie n to s  te c n o lo g ic o s  p u e s to s  en 
m a rc h a  d e s p u é s  d e  la  a d ic lo n  d e  la  so lu c iô n  e n z im â t ic a ,  no  han  m o d if i-  
c a d o  d e  f o r m a  n o ta b le  la  c a p a c id a d  d e  h id ra ta c iô n  e n z im é t i c a , e l g ra d o  
d e  p r o t e o l i s i s  y  la  m ic r o e s t r u c tu r a  d e  la  c a r n e .
L os e n z im a s  s e  u t l l i z a n  ta m b ié n  co m o  s a l e s  a b la n d a d o -  
r a s  y  s e  p r e s e n ta n  g e n e ra lm e n te  b a jo  la  fo rm a  d e  p o lv o s  o d is u e l t a s  en 
a g u a , p e r o  ta m b ié n  s e  e n c u e n tra n  en e l c o m e r c io  co m o  s o lu c io n e s  e n z i-  
m â t ic a s .  En lo s  E stad o s  U n id o s , e s t a s  s a l e s  s e  u sa n  en la  c o c in a  fa m i— 
l i a r  y r e s t a u r a n t e s , y ta m b ié n  en lo s  c e n tr o s  d e  d is tr îb u c iô n  d e  c a r n e  -  
r e f r ig e r a d a  p r e e m b a la d a ,  o c a r n e  c o n g e la d a .
L as s a l e s  a b la n d a d o ra s  su e le n  te n e r  g e n e ra lm e n te  e n :^  
m a s  y d iv e r s e s  in g r e d ie n te s  en d o s i s  v a r i a b le s  : g lu ta m a to  m o n o s ô d ic o , 
o r to  y p o l i f o s f a to s , d iv e r s e s  a c id e s  o r g â n ic o s ,  o s u s  s a l e s  a l c a l i n a s , -  
s u s ta n c ia s  a m i l a c e a s , h id ro liz a d o s  d e  p ro te fn a s  v e g e ta le s  o  c o n c e n t r a -  
d o s d e  ju g e s  d e  c a r n e  y ta m b ié n  a lg u n o s  a g e n te s  h y d ra ta n te s  ta i e s  co m o  
e l p r o p i le n g l ic o l .
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Se d eb e  h a c e r  n o ta r  q u e  la s  s o lu c io n e s  d e  s a l e s  a b la n ­
d a d o ra s  pueden  ig u a lm e n te  s e r v i r  p a r a  la  r e h id ra ta c io n  d e  la s  c a r n e s  
c o n g e la d a s  o p a ra  la  induce  ion d e  h o ja s  in te r c a la d a s  e n tr e  la  c a r n e  y 
su  en v o ltu r a  e x t e r i o r -
C om o  s e  v e ,  la  u ti l iz a c io n  d e  lo s  e n z im a s  p ro te o lf t ic o s  
tie n e  una  g ra n  im p o r ta n c ia  p a ra  a b la n d a r  la s  c a r n e s  y t r ip a s  d e  a n im a  
l e s ,  y  p a r a  la s  c o n s e r v a s  d e  c a r n e .  L os p ro d u c to s  c o m e r c la ie s  c o n t i e -  
nen p ap a fn a  o b ro m e lm a  co m o  a g e n te s  a c t iv e s  p e ro ,p u e s to  q u e  d i f e r e n ­
te s  e n z im a s  p ro te o lf t ic o s  a  ta c  an  p re f e r e n te m e n te  te j id o s  d i f e r e n te s  d e  
c a r n e ,  s e  pueden  c o m b in a r  p r o te a s a s  d e  p la n ta s ,  b a c te r ia s  y  h o n g o s  ,-  
q u e  tie n e n  v e n ta ja s  s o b r e  un u n ic o  e n z im a  p a ra  a b la n d a r  la  c a r n e .
G a lle ta s  y fa b r ic a c io n  d e l pan
L as p r o te a s a s  m ic ro b ia n a s  s e  em p le a n  en la  fa b r ic a c io n  
d e  g a l l e ta s  a n a d ié n d o la s  a  la  p a s ta  p r e p a r a d a ,  ( 1 ) ,  p o rq u e  con  e s te  
t r a ta m ie n to  s e  o b tien en  l a s  v e n ta ja s  s ig u ie n te s :
R educciôn  d e l tie m p o  d e  m e z c la .
E s tira d o  u n ifo rm e  d e  la  p a s ta  s in  e n d u re c im ie n to  o
le v a n ta m le n to  d e  lo s  b o rd e s  .
A u m en to  d e l e s t i r a d o .
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R ed u cc iô n  en  la  c a n tid a d  d e  m a n te c a  n e c e s a r ia  p a r a
d a r  la  d e l ic a d e z a  d e s e a d a .
' O b te n c iô n  d e  un c o c id o  e x c e p c io n a lm e n te  u n ifo rm e  y
un  m e jo r  y  m a s  u n ifo rm e  to s ta d o .
G ra n o  m a s  a b ie r to .
M e jo r fa  d e l g u s to  y d e l  a r o m a .
* La m a y o r ia  d e  lo s  p a n a d e ro s  e m p le a n  a h o ra  p r o t e a s a s  
d e  h o n g o s , co n  lo  q u e  s e  d is m in u y e  n o to r ia m e n te  e l  t ie m p o  d e  m e z c la  
d e  la s  p a s t a s ,  a l  p r o d u c i r s e  u n a  l i g e r a  d e g ra d a c iô n  d e l g lu te n  d e  la  h a -  
r i n a  d e  t r i g o .  A d e m â s ,  la  p r o te a s a  d e  h o n g o s  au m en ta . la  e x te n s ib i l i  -  
d ad  d e  l a s  p a s t a s ,  f a c i l i ta n d o  e l m a n e jo  m a s  a d e c u a d o .
O tro s  b é n é f ic ié s  a d ic io n a le s  so n  : m e jo ra m ie n to  d e l 
g r a n o ,  te x tu r a  y c o m p r e n s ib i l id a d  d e l p a n .
L os a l im e n te s  c e r e a l e s  ta m b ié n  s e  t r a ta n  co n  e n z im a s  
p r o te o lf t ic o s  p a r a  m o d i f ic a r  l a s  p r o t e f n a s ,  o b te n e r  m e jo r e s  p ro c e d i -  
m ie n to s  d e  f a b r ic a c io n  in c lu y e n d o  una  m e jo ra  en  la  m a n ip u la c io n , a u m e n  
to  d e  la  c a p a c id a d  d e  d e s e c a c iô n  y un m e n o r  e s f u e r z o  e n  su  e la b o ra c io n .
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M arin as  d e  p e s c a d o .
E x isten  c o n c e n tra d o s  p ro te ic o s  d e  p e sc 'ad o  d e s t in a d o s  
a  la  a l im e n tà c iô n  h u m a n a , p r e p a r a d o s  a  p a r t i r  d e  p e s c a d o s  f r e s c o s  n o  
c o m e r c ia l iz a d o s  o en c o n s e r v a ,  y  n u m e r o s o s  p a f s e s  c o m o  p o r  e je m p lo : 
lo s  E stad o s  U n id o s , S u e c ia , C h i le ,  C a n a d â , e t c . ,  lo s  p ro d u c e n  in d u s — 
t r i a l  m e n te .
E s ta s  p ro te in a s  s e  p u eden  u t i l i z a r  en p a f s e s  en  v fa s  d e  
d e s a r r o l l o  o  en p a f s e s  m â s  i n d u s t r i a l i z a d o s , p a r a  el e n r iq u e c im ie n to  -  
de  h a r i n a s ,  p a r a  la  fa b r ic a c io n  d e l p a n , d e  b iz c o c h o s , d e  p a s ta s  a lim e n  
t i c ia s  e  ig u a lm e n te  p a r a  la  p r e p a r a c iô n  d e  p ro d u c  to s  a  b a s e  d e  c a r n e .  -  
H ay q u e  s e n a l a r  q u e  son  m uy in s o lu b le s  y  d if fc i le s  d e  d i s p e r s a r  en m e ­
d io  a c u o s o ,  p u e s to  q u e  s o la m e n te  un 20% d e  la  p a r t e  n i t ro g e n a d a  e s  s o ­
lu b le  en a g u a .
C h e f te l ,C . ._n 1 .9 7 2 , ( 2 7 ) ,  h iz o  un e s tu d io  s o b r e  la  s o -  
lu b iliz a c io n  e n z im a tic a  p a ra  d iv e r s a s  p r o t e a s a s ,  s o la s  o c o m b in a d a s , 
de  o r ig e n  a n im a l ,  v e g e ta l o  m ic ro b ia n o .
La p e p s f n a , la  p a n c re a t in a  y la  " P ro n a s a "  fu e ro n  la s  
m a s  e f i c a c e s , en lo  que  s e  r e f i e r e  a  la  p ro n titu d  d e  s o lu b il iz a c iô n  d e  
la  p a r t e  n i t ro g e n a d a ,  y e l p o rc  e n ta  je  f in a l d e  s o lu b il iz a c iô n  o b te n id o .
El p o rc e n ta je  fin a l no d ep en d e  d e  la  p re p a r a c iô n  e n z im â t ic a ,  p u e s  se
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d é te r m in a  con  un e x c e s o  d e  e n z im a .  La " P ro n a s a "  p ro v ie n e  d e l S tr e p to -  
m y c e s  g r i s e u s  y  c o n tie n e  u n a  d e c e n a  d e  e n z im a s  p r o te o lf t ic o s  d e  d if e ­
r e n t e s  e s p e c i f i c id a d e s , co n  una  z o n a  d e  pH o p tim a  d e  7 ,0  â  9 , 0 .
O tro  e je m p lo  d e l u s o  d e  l a s  p r o t e a s a s  b a c te r i a n a s  en -  
la  in d u s t r i a  d e l p e s c a d o  e s  la  u t i l iz a c io n  d e  p e s c a d o s  no  c o m e s t ib le s  y 
r e s t o s  d e  p e s c a d o s  p a ra  o b te n e r  a c e i t e s  y  h a r i n a s .  El p ro c e d im ie n to  -  
g e n e ra l  e s  c o c e r  e l  p e s c a d o ,  p r e n s a r  y  e x t r a e r  e l a c e i t e .  Se e x t r a  en -  
lo s  r e s f d u o s  s o l id o s  p a r a  o b te n e r  h a r in a  d e  p e s c a d o  y l a  f a s e  a c u o s a  s e  
é v a p o ra  h a s ta  a l r e d e d o r  d e l 50% d e  s o l i d o s , p a r a  o b te n e r  s o lu b le s  d e  -  
p e s c a d o .  T an to  la  h a r in a  d e  p e s c a d o  c o m o  lo s  s o lu b le s ,  s e  e m p le a n  c o ­
m o  p ie n s o s  d e  a n im a le s .  La a d ic iô n  d e  e n z im a s  p ro te o lf t ic o s  a  la  f a s e  
a c u o s a  p r e v ia  a  la  e v a p o ra c iô n ,  h a c e  q u e  e s t a  a u m e n te  e f ic a z m e n te  a l 
d i s m in u i r  la  v i s c o s id a d ,  C h e f te l ,  C .  y c o l .  1 .9 7 1  ( 2 8 ) .
1 .6 .  U til iz a c io n  en c e r v e c e r f a .
La in d u s tr ia  c e r v e c e r a  d e p e n d e  en  e x c lu  s i  v a  d e  lo s  -  
c a m b io s  e n z im â t ic o s  q u e  r e a l iz a n  en  p r i m e r  lu g a r  lo s  e n z im a s  q u e  s e  
e n c u e n tra n  en  la  c e b a d a ,  y p o s t e r io r  m e n te  lo s  q u e  s e  fo rm a n  d e s p u é s  
d e  la  t r a n s f o r m a c iô n  d e  la  c e b a d a  en  m a l ta .  El û n ic o  e n z im a  im p o r ta n ­
te  en la  c e b a d a  e s  la  B e ta - a m i l a s a .
L os e n z im a s  m â s  im p o r ta n te s  en  la  m a l ta  so n  l a s  c a r -
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b o h id r a s a s :  A l f a - a m i la s a  y B e ta - a m ila s a  y lo s  e n z im a s  p r o te o lf t ic o s ;  
p r o te a s a s  y p e p t id a s a s ,  a s i  c o m o  la  B e ta -g lu c o n a sa  q u e  d e s c o m p o n e  e l 
b e ta - g lu c a n o .  S o e r e m s e n ,S .A . 1 .9 7 2 ,  ( 2 9 ) .
D esd e  h a c e  m u ch o  tie m p o  s e  ten  fa la  id e a  d e  r e e m p la -  
z a r  o s u s t i t u i r  lo s  e n z im a s  d e  la  m a l ta  p o r  e n z im a s  e x t e r i o r e s .  B oidin 
y E ffro n t, en 1 .9 3 2 , ( 3 0 ) ,  p a te n  t a r  on un m e to d o  p a ra  la  l ic u e fa c c io n  d e  
g ra n o s  c ru d o s  p o r  la  a m i la s a  b a c t e r i a n a ,  y  B e r te l ,  R . en 1 .9 3 9 ,  ( 3 1 ) ,  
p a te n té  e l e m p le o  d e  e n z im a s  p a n c r e â t ic o s  en  la  o b ten c iô n  d e  la  c e r v e -  
z a , con  g ra n d e s  c a n tid a d e s  d e  g ra n o  c r u d o s .
A f in a le s  d e  s ig lo ,  T a k a m in e , J .  ( 3 2 ) ,  d e s c r ib e  e l e m ­
p leo  d e  e n z im a s ,  p e ro  h a s ta  f in a le s  d e l afio  1 .9 6 0 ,  no  s e  p ueden  p ro d u -  
c i r  en  c a n t id a d e s  c o m e r c ia le s  lo s  e n z im a s  m ic ro b ia n o s  n e c e s a r io s  pa_  
r a  s u s t i t u i r  la  m a l ta .
Los e n z im a s  u t i l iz a d o s  en  la  in d u s tr i a  c e r v e c e r a  s e  -  
p ro d u c e n  a  p a r t i r  d e  c u l t iv e s  d e  B a c illu s  s u b t il  i s , A s p e rg i l lu s  n i g e r ,  -  
A s p e rg i l lu s  o ry z a e  o A s p e rg i l lu s  r h iz o p u s .  L os m ic ro o rg a n is m o s  s e  -  
c u lt iv a n  s o b r e  s u s t r a to s  d e  a lm id ô n , d e  p ro te in a s  y d e  a lg u n a s  s a l e s  -  
m i n é r a l e s ,  in d is p e n s a b le s  p a ra  su  c r e c im ie n to .
Los p r im e r  o s c u lt iv o s  s e  h ic ie ro n  p r im e r o  en c u e v a s  
d e  fe r m e n ta c iô n  c e r r a d a s ,  en c o n d ic io n e s  h ig ié n ic a s  a l ta m e n te  c o n t r o -
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l a d a s , y p o s t e r  lo r  m e n te  p o r  f e r m e n ta c iô n  s u m e r g id a .
El K quido  q u e  c o n tie n e  lo s  e n z im a s  s e  a i s l a  y  p u r i f ic a  
d e  fo rm a  q u e  lo s  e n z im a s  f in a le s  s e  e n c u e n tre n  en  fo r m a  s ô l id a  o lfqui_ 
d a  con  u n a  a c t lv id a d  e n z im â tic a  m u y  e le v a d a  y  con  un g r a d o  d e  p u re z a  
q u e  c u m p la  l a s  e x ig e n c ia s  d e  l a s  a u to r id a d e s  s a n i t a r i a s .
L as p r o t e a s a s  b a c te r ia n a s  d e sc o m p o n e n  la s  p r o te in a s  
d e  la  c e b a d a  en  lo s  m is m o s  a m in o â c id o s  y p é p tid o s  q u e  lo s  e n z im a s  -  
e x is ta n te s  en  la  m a l ta .  U na p a r t e  d e  e s t a s  p r o t e a s a s  p u ed e  a  v e c e s  a c -  
t i v a r  la  B e ta - a m ila s a  la t e n te  en la  c e b a d a  y a c t i v a r  in d i r e c ta m e n te  la  -  
f e r m e n ta b i l id a d  d e l m o s to .  L as p r o t e a s a s  c o m e r c ia l e s  s e  p u ed en  d iv i— 
d i r  en  d o s  g r u p o s :
P r o t e a s a s  a lc a l in a s  q u e  so n  p a r c ia lm e n te  in h ib id a s  p o r
1 a c e b a d a  y la  m a l ta .
-  P r o te a s a s  n e u t r a s  q u e  no  so n  in h ib id a s .
Uno d e  lo s  p ro b le m a s  a c t u a t e s , e s  la  r e la c iô n  e x is ta n ­
te  e n t r e  l a s  p ro p ie d a d e s  d e  la  m a l ta  y la  c a l id a d  d e  la  c e r v e z a .  E n tre  -  
lo s  a s p e c to s  q u e  s e  tie n e n  en  c u e n ta  m uy  e s p e c ia lm e n te  c i t a m o s :
P a ra  la  f a b r i c a c iô n  :
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El re n d im le n to  en la  fa b r ic a c io n  d e  la  c e r v e z a .
La v e io c id a d  d e  f i l t r a c iô n  d e l m o s to .
La a te n u a c iô n  l i m i t e .
y p a r a  e l p ro d u c  to  f in a l:
La e s ta b i l id a d  no b io lô g ic a .
La su t i l id a d  d e  la  e s p u m a .
-  L as p ro p ie d a d e s  o r g a n o lé p t i c a s .
La c a lid a d  d e  la  m a l ta  t ie n e  r e p e r c u s io n e s  s o b r e  e l  -  
con ju n to  d e  la  f a b r ic a c io n .  A lg u n o s a s p e c to s  r e f e r e n te s  a  la  e s ta b il id a d  
no  b io lô g ic a , s e  han  m a n ife s ta d o  a  l a  lu z  d e  lo s  t r a b a jo s  o r ig in a le s  p r o -  
s e g u id o s  d e s p u é s  d e  d ie z  a n o s  en N a n c y , m ue h a s  v e c e s  en  c o la b o ra c iô n  
con a lg u n o s  la b o r a to r io s  e x t r a n je r o s  y e s p e c ia lm e n te  con  la  M aaka Beck 
B ra v e re y  ( B r è m e ) .
La e s ta b il id a d  no  b io lô g ic a  de  la  c e r v e z a  e s té  e s e n c i a l -  
m e n te  c o n d ic io n a d a  p o r  d o s  c l a s e s  d e  s u s ta n c ia s :  u n a , fo rm a d a  p o r  un 
g ru p o  d e  p ro te in a s  s o lu b le s  p ro v e n ie n te s  d e  la  m a l ta , y o t r a  p o r  lo s  t a -  
n in o s  p ro d u c id o s  p o r la  c o n d e n sa c iô n  i r r e v e r s i b l e  d e  p o li f e n o le s , r e l a -  
t iv a m e n te  s i m p l e s ,  c e d id o s  a l m o s to  p o r  la  m a lta  y e l lù p u lo . La m a l ta ,  
e l s i s te m a  d e  la  fa b r ic a c io n  d e  la  c e r v e z a ,  e l tip o  d e  fe rm e n ta c iô n  y 
lo s  t r a ta m ie n to s  d e  e s ta b i l iz a c iô n  a  lo s  que  s e  la  so m e te , p ro d u cen  t r a n s
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fo r m a c io n e s  q u e ,  d u ra n te  e l  c u r s o  d e  la  c o n s e r v a c io n , s e r é n  m â s  o m è ­
n e s  r â p id a s  y q u e  in e v i ta b le m e n te  t le n d e n  h a c i a  la  fo rm a c iô n  d e  tu r b ld e -  
c e s  o s e d im e n to s .  Sin e m b a rg o ,e l  p ro b le m a  no  e s  s u p r im i r  r a d i c a lm e n -  
t e  la  fo rm a c iô n  d e  tu r b id e z ,  q u e  d e  m e m e n to  p a r e c e  I n s e p a r a b le  d e  la  -  
c e r v e z a ,  s in o  m â s  b ie n  r e t a r d a  r  la  a p a r ic iô n  d e  la  m i s m a ,  en  u n a  m e -  
d îd a  a p ro p ia d a  y  s in  p é rd îd a  d e  l a s  p ro p ie d a d e s  o rg a n o lé p t ic a s  t r a d i c i o -  
n a l e s ,  F e r e z ,  J .  y S e g u r a ,  R . 1 .9 7 8 ,  ( 3 3 ) .
E s ta s  m e d id a s , tè c n ic a s  y  t e c n o lô g ic a s , s e  l le v a n  s o —  
b r e  l a s  m a t e r i a s  p r i m a s ,  s o b r e  e l  d ia g r a m a  d e  f a b r ic a c io n  d e  la  c e r v e ­
z a ,  la  c a p a  d e  la  le v a d u r a ,  la  v ig i la n c i a ,  y la  c a n tid a d  d e  o x ig e n o . To—  
d a s  e l l a s  son  m e d id a s  n a tu r a l e s .  E n tre  l a s  a r t i f i c i a l e s  s e  u sa n  l a s  q u e  
la  té c n ic a  m o d e rn a  p o n e  a  d is p o s ic iô n  d e  la  f a b r ic a c io n  d e  la  c e r v e z a  -  
c o m o  so n  lo s  a b s o r b e n te s , e n z im a s  y  a n t io x id a n te s .
N u m e ro s o s  in v e s t ig a d o re s  c o m o -T te C le re k , J .  ( 3 4 ) ,  -  
M a c e y , A . ( 3 5 ) ,  S c h a f t ,  H . ( 3 6 ) ,  V an D r o h m e ,M .  (37  ) y R a ib le , K . 
( 3 8 ) ,  e s tu d ia n  q u e  e l  t r a ta m ie n to  d e  la  c e r v e z a  f in a l con lo s  e n z im a s  
p r o t e o l f t ic o s ,  c o n s t i tu y e  u n a  m e d id a  e f ic a z  p a r a  a u m e n ta r  la  e s t a b i l i ­
d a d .
L as m o d if ic a c io n e s  en  la  e s t r u c tu r a  c o lo id a l ,  p ro v o c a n  
lo s  e n tu r b ia m ie n to s  d e  la  c e r v e z a  (d e b id o  a l f r fo  o a l r e p o s o  p ro lo n g a -  
d o ) . P o r  la  c o a g u la c iô n  d e  la s  p a r t i c u l a s  m â s  f in a s  s e  fo rm a n  p e lf c u la s
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y s e d im e n to s  c a u s a d o s  p o r  p o lip é p tid o s  y  p o life n o le s ,  a s i  co m o  h id r a to s  
d e  c a rb o n o  y p ro d u c  to s  m in é r a l e s .  E s te  fen ô m en o  in d e s e a b le  ( r e v e r s !  -  
b le  en  e l c a s o  d e l e n tu rb ia m ie n to  p ro v o c a d o  p o r  e l f r f o ) , no  e s t é  s o la ­
m e n te  in f lu e n c ia d o  p o r  la s  m a te r i a s  p r im a s  s in o ,s o b r e  to d o , p o r  la  tec^ 
no logfa d e  la  p r e p a ra c iô n  d e  la  c e r v e z a ,S eg u ra  , R . ( 3 9 ) .
A p e s a r  d e  lo s  n u m e ro s o s  c o n o c im ie n to s  c r e c i e n te s  -  
s o b re  la s  c a u s a s  d e l e n tu r b ia m ie n to ,  n u m e r o s a s  e m p r e s a s  s e  han  Iim i_ 
tad o  p a r a  o b te n e r  la  e s ta b il id a d  f f s ic o  q u fm ica  d e s e a d a , a l  e m p le o  d e  
s u s ta n c ia s  q u e  e lim in e n  o t r a n s fo r m e n  ,al m en o s  p a rc ia lm e n te  J o s  p r in ­
c ip a le s  c o n s t i tu y e n te s  d e  lo s  e n tu r b ia m ie n to s .  C h a p o n , L . ( 4 0 ) .
Con e s te  f i n , s e  e n c u e n tra n  hoy d fa  en e l c o m e r c io  n u ­
m e r o s a s  s u s ta n c ia s  d e  o rig e n  d iv e r s e  q u e  p o seen  un m e c a n is m o  d e  a c -  
c io n  d i f e r e n te .
1 .7 .  U til iz a c io n  en  g a n a d e r f a .
R ec ien tem en te  s e  ha c o n c e d id o  un g ra n  in te r é s  a  là  a d i­
c iô n  d e  e n z im a s  en  lo s  a l im e n te s  d e  a n im a le s ,  ta i e s  co m o  a v e s  d e  c e —  
r r a l , c e r d o s ,  g an ad o  v acuno  y o v e ja s , R u s t, J .W . ( 4 1 ) .
La ad ic iô n  de  e n z im a s  a d ecu ad o s  , g e n e ra lm e n te  d e  o r i ­
gen b a c te r ia n o ,  ha dado  lu g a r  a un au m e n to  d e l p o rc e n ta je  de  p e so  y una
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d is m in u c io n  de  la  c a n tid a d  d e  a l im e n to  n e c e s a r io  p o r  u n id ad  d e  in c r e  -  
m e n to  d e  p e s o  p a ra  a n im a le s  jô v e n e s -  S in  e m b a r g o ,  queda p o r  h a c e r  
un g ra n  t r a b a jo  e x p e r im e n ta l  p a r a  a v e r ig u a r  co n  c e r t e z a  g u é  e n z im a  y 
q u e  r a c io n  p ro d u c e n  la  m a y o r  r e s p u e s t a  d e  c r e c im ie n to ,  o m â s  s im p le  
a û n , s i  e l  s u p le m e n to  d e  e n z im a s  p u e d e  a u m e n ta r  la  p ro d u c e  ion  d e  hue  
v o s o le c h e  en  a n im a le s  a d u lto s  y  d e  q u e  f o r m a .
L os h id r o l iz a d o s  d e  p ro te fn a s  p a r a  la  p r e p a r a c iô n  d e  
c o n d lm e n to s  y  d ie t a s  e s p e c i a le s  y p a r a  a l im e n te s  d e  a n im a le s ,  s e  ob -  
t ie n e n  p o r  la  h id r ô l i s i s  e n z im â tic a  d e  p ro te fn a s  d e  p la n t a s ,  c a r n e s ,  
p e s c a d o s  y le c h e .  El p r o c e s o  e n z im â tic o  t ie n e  v e n ta ja s  s o b r e  la  h id r ô ­
l i s i s  â c id a  o a lc a l in a  d e  l a s  p r o t e f n a s ,  c o m o  so n  la  s im p l ic id a d  d e l -  
eq u ip o  e m p le a d o  y la  f a l ta  d e  d e s t r u c c iô n  d e  lo s  a m in o a c id o s .
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PRINCIPALES ENZIMAS PROTEOLITICOS DE ORIGEN VEGETAL (5 7 )
ENZIMA REACCION ORIGEN
p . H .
ô p tim o
P .M .
P ap a in a H id ro l iz a  p é p tid o s  , -  
a m id a s  y é s t e r e s .
L â tex  d e  la  
f r u ta  d e  la  
C â r ic a  p a ­
p a y a .
6 ,0 —6 ,8 2 3 .3 5 0
Q u im o p a -
p a in a .
H id r o l iz a  p é p tid o s ,  -  
a m id a s  y  é s t e r e s -
L âtex  d e  la  
f r u ta  d e  la  
C â r ic a  p a -
7 ,2 2 7 .0 0 0
F ic ina H id r o l iz a  p ép tid o s  , -  
a m id a s  y é s t e r e s -
L â tex  d e  h i-  
g u e r a .
6 ,7 2 6 .0 0 0
B ro m e lin a H id ro liz a  p é p tid o s  , -  
a m id a s  y é s t e r e s .
T ro n co  d e  -  
p in a .
6 ,0 2 0 .0 0 0
PRINCIPALES ENZIM AS PROTEOLITICOS DE ORIGEN ANIMAL (5 7 )
ENZIMA REACCION
t
ORIGEN
p .H .
ô p tim o P .M .
P e p s in a H id ro l iz a  lo s  p é p tid o s . Ju g o  g â s -
t r i c o ( c e r -
d o )
1 ,8 - 2 ,0 3 6 .0 0 0
T r ip s in a H îd ro l iz a  p é p tid o s ,  a m i­
d a s  , é s t e r e s , e t c . y lo s  
e n la c e s  d e  lo s  g ru p o s  L -  
c a rb o x f l ic o s  d e  la  A r g i -  
n in a  o  L -L is in a .
p â n c r e a s  
( b ô v id o s  ) 
( c e r d o s )
7 ,8 —8 ,5 2 3 .3 5 0
Q u im o tr ip -  
s in a  A .
H id ro l iz a  p é p tid o s ,  a m i­
d a s  , é s t e r e s , e t c . y  g r u  
pos c a rb o x f l ic o s  d e  â c i—  
d o s  am  in a d o s  a r o m â t ic o s
p â n c re a s
(b ô v id o s )
( p o l io s )
7 , 8 - 8 , 0 2 4 .0 0 0
Q u im o tr lp -  
s in a  B .
H id ro l iz a  p é p tid o s ,  a m i ­
d a s  , é s t e r e s  , e tc  . y  g r u ­
pos c a rb o x f l ic o s  d e  â c i — 
d o s am  in a d o s  a r o m â t ic o s
p â n c r e a s  
( b ô v id o s  )
7 ,8 2 4 .8 5 0
Q u im o tr ip -  
s in a  C .
H id ro l iz a ,  p é p t id o s ,  a m i­
d a s  , é s t e r e s , e tc  . y  lo s  
g ru p o s  c a rb o x f l ic o s  d e  -  
la  L -L eu c in a  y  â c id o s  a m i 
n a d o s  a r o m â t i c o s .
p â n c re a s
( c e r d o s )
7 ,8 2 3 .8 0 0
C a te p s in a  C H id ro l iz a  lo s  p é p tid o s ,  -  
en p a r t i c u l a r  e n la c e s  d e  
â c id o s  a m in a d o s  a r o m â ­
tic o s  con un g ru p o  a m in o  
l i b r e .
b a z o
(b ô v id o s  )
5 ,0 2 1 .0 0 0
C a te p s in a  D H id ro l iz a  lo s  p é p tid o s . b a z o
( b ô v id o s  )
- 5 8 .0 0 0
2.^
PRINCIPALES ENZIMAS PROTEOLITICOS DE ORIGEN MICROBIANO (9 )
MICROORGANISMO ENZIMA pH ô p tim o P .M .
A s p e rg i l lu s  n ig e r  
A s p e rg i l lu s  o r iz a e  
R hizopus c h in e n s is  
E ndothia p a r a s i t i c a
P ro te a s a  â c id a 2 ,0  -  5 ,0
-  3 5 .0 0 0
B ac illu s  c e r e u s  
B ac illu s  m e g a th e r iu m  
S tre p to m y c e s  g r i s e u s  
P seu d o m o n as  a e ru g in o s a  
P é n ic illiu m  fu n icu lo su m
P ro te a s a  n e u tr a 7 ,0  -  8 ,0
3 5 .0 0 0
4 0 .0 0 0
D e x tra n a s a N e u tro
B ac illu s  s u b t i l i s  
S tre p to m y c e s  f r a d ia e  
S tre p to m y c e s  g r i s e u s
S tre p to c o c c u s  f a e c a l is
P ro te a s a  a lc a lin a 9 ,5  -  1 0 ,5
2 6 .0 0 0
3 4 .0 0 0
P ro te a s a V a ria b le
2 .  OBJETQ DEL TRABAJO
A n a liz a d o s  lo s  a n te c e d e n te s  y a  e x p u e s to s  en  la  p a r t e  -  
c o r r e s p o n d ! e n te  q u e  d e m u e s tr a n  la  u t i l iz a c io n  y e m p le o  en d i f e r e n te s  
a p l ic a c io n e s  in d u s t r i a l e s  d e  p ro d u c to s  o b te n id o s  a  p a r t i r  d e  d i f e r e n te s  
A c ty n o m ic e to s  y  m é s  c o n c r e ta m e n te  d e l  S tr e p to m y c e s  f r a d i a e ,  c o n s i  -  
d e r a m  o s  q u e ,  p o d r fa m o s  r e a l i z a r  f e r m e n ta c io n e s  co n  l a s  c e p a s  d e  
S tr e p to m y c e s  f r a d ia e  e x is ta n te s  en  n u e s t r a  E m p re s a ,y  p ro c é d a n te s  d e l 
p r o g r a m s  d e  s e le c c îô n  d e  a n t ib io t ic  o s  q u e  s e  l le v a b a  a  c a b o ,e n c a m in a -  
d a s  a  p ro d u c i r  e n z im a s  p r o te o lf t ic o s  s u s c e p t ib le s  d e  e m p le o  en  a lg u n a  
o v a r i a s  d e  l a s  a p l ic a c io n e s  d e s c r i t a s .
C on e s ta  id e a ,  p la n if îc a m o s  e l t r a b a jo  e x p e r im e n ta l  te_ 
n ie n d o  c o m o  o b je t iv o  e l l l e g a r  a  l a  o b te n c iô n  d e  e n z im a s  p ro te o lf t ic o s  
en l a s  m e jo r e s  c o n d ic io n e s  d e  a c t iv id a d ,  p u re z a  y r e n d im ie n to ,  p a r a  -  
lo  c u a l s e  fu e ro n  e n sa y a n d o  y  s e le c c io n a n d o  l a s  c o lo n ia s  m â s  p ro d u c — 
t o r a s ,  lo s  m e jo r e s  m e d io s  d e  c u l t iv o  y l a s  c o n d ic io n e s  d e  f e r m e n ta  -  
c iô n  m â s  a d e c u a d a s .
T odas e s t a s  f a s e s  d e l t r a b a jo ,  c u lm in a ro n  en la  o b te n -
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ciô n  d e  p ro d u c to s  a c t i v o s , con  lo s  que  s e  r e a l iz a r o n  l a s  d e te r m in a c io -  
n e s  a n a l i t i c a s  n e c e s a r ia s  p a ra  c o m p ro b a r  la s  c a r a c t e r i s t i c a s  y a c t iv i ­
dad  p ro te o lf t ic a  d e  lo s  p ro d u c to s  q u e  s e  ib an  o b te n id o .
Una v e z  e s ta b le c id a s  p o r  n o s o t ro s  la s  c o n d ic io n e s  d e  -  
ob ten c iô n  d e  e s to s  e n z im a s  p r o t e o l f t ic o s , s e  p a sô  e l p ro c e s o  a  la  fâb id  
c a  p a ra  su  o b ten c iô n  in d u s t r i a l .  P o s te r io r m e n te  s e  r e c ib iô  la  in f o rm a -  
c iô n  p e r t in e n te  en c u a n to  a  su  d e s a r r o l l o  y en  s a y  o s  d e  a p l ic a c io n e s  d e  
lo s  p ro d u c to s  o b te n id o s -
E sta  p a r te  s e  c o m e n ta  en c u a n to  q u e  en e l la  s e  h an  c o n -  
f i rm a d o  lo s  r e s u l ta d o s  o b te n id o s  y l a s  a p lic a c io n e s  d e  e s to s  e n z im a s  -  
p ro te o lf t ic o s  q u e  fu e ro n  fa b r ic a d o s  c o n fo rm e  a  la  e x p e r im e n ta c iô n  d e s -  
a r r o l l a d a  p o r  n o s o t r o s .
!i\
3 .  MATERIAL Y METODO S
3 . 1 .  L a b o r a t o r io . -  S e le c c lo n  d e l m ic ro o rg a n is n n o
El t r a b a jo  s o b r e  e n z im a s  p r o te o lf t ic o s  s e  in ic io  co n  
una  c e p a  d e  S tr e p to m y c e s  f r a d ia e  a i s la d a  d e  u n a  m u e s t r a  d e  t i e r r a  y 
c la s i f i c a d a  e n  e l  l a b o r a to r io  d e  in v e s t ig a c io n  d e  la  C o m p a n fa .
L as  c a r a c t e r i s t i c a s  y p ro p ie d a d e s  d e  la  c e p a  a i s l a d a ,  
e s ta n  d e  a c u e r d o  c o n  l a s  d e s c r i t a s  e n  e l B e rg e y 's  ( 4 2 ) ,  y W ak sm an ,
S .A , y c o l .  (4 3 )  , p a r a  e l  S t r e p to m y c e s  f r a d ia e .
Son l a s  s ig u ie n te s :
M ic ro s c o p ic a m e n te  l a s  m u e s t r a s  to m a d a s  d e  lo s  tu b o s  
d e  a g a r  in c l in a d o s  p r e s e n ta b a n  f i la m e n to s  e  hi f a s  r e c t a s  y  r a m i f i c a -  
d a s ,  no e s p i r a l e s -  L os c o n id io s  so n  e n  fo rm a  d e  v a r a ,  u  o v a la d o s  y 
d e  un ta m a n o  e n t r e  0 ,5  a 1 ,2 5  m i c r a s .
En l a s  p ru e b a s  q u e  r e a l iz a m o s  co n  d i f e r e n te s  m e d io s  
d e  c u lt iv o  s e  o b s e r v é :
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S ie m b ra  en  p ic a d u ra  en  g e la t in a :  la  co lo n ia  p r é s e n ta  
un c o lo r  c r e m a  y un c r e c im ie n to  d e n s e .
C re c im ie n to  s o b r e  a g a r  s in té t ic o :  e x ten d id o  y d e  c o ­
lo r e s  o s c u r o s .  El m ic e lio  a é r e o  e s  g r u e s o ,  a lg o d o n o so , r o s a - n a c a r a -  
do  y c u b re  toda  la  s u p e r f ic ie .
C re c im ie n to  en  a lm id ô n  a g a r :  e x te n d id o  y d e  c o lo r  o £
e u r o .
S o b re  g lu c o s a  a g a r :  e l c r e c im ie n to  e s  poco  a b u n d a n -
te  y con  b r i l l o .
S o b re  a g a r  s u p e r f ic ie :  s e  p r e s e n ta n  c o lo n ia s  a m a r i -  
l l e n t a s , con  b o rd e s  r u g o s o s .
En c a ld o  g lu c o s a d o : e l  c r e c im ie n to  e s  d e n so  y a b u n — 
d a n te  y fo rm a  un a n i l lo  a m a r i l lo - a n a r a n ja d o ,  y e l se d im e n to  p ie r d e  
c o l o r .
En le c h e  to r n a s o la d a :  s e  p ro d u c e  un c r e c im ie n to  e n  h a ­
lo  té n u e  d e  c o lo r  c r e m o s o .  C o a g u la , p e p to n iz a  y  a lc a l in iz a  la  le c h e  
to r n a s o la d a .
S o b re  p a ta ta :  e l c r e c im ie n to  e s  poco  ab u n d an te  y d e  
c o lo r  a n a ra n ja d o .
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I
N o re d u c e  lo s  n i t r i t e s  a  n i t r a t o s .
F o rm a  p ig m e n te s  no s o l u b le s - 
H id ro l iz a  e l  a lm id ô n .
Es a e r o b io  y su  t e m p e r a tu r a  o p tim a  d e  c r e c im ie n to
e s  d e  2 5 °  C .
3 . 1 . 1 .  T è c n ic a s  d e  a d e ç u a c iô n  y  p r e p a r a c iô n  d e l 
m is m o .
A is la m ie n to  d e  c o lo n ia s  d e  S tr e p to m y c e s  F r a d ia e .
P r i m e r a  s i e m b r a .  S e  s i e m b r a n  p la ç a s  (c o n  m ed io  A . y 
Q P . ) ,  co n  la  c o lo n ia  e le g id a  d e  S tr e p to m y c e s  f r a d ia e  y  d e s p u é s  d e  in -  
c u b a d a s ,  s e  s e le c c io n a n  p o r  s u  a s p e c to  m a c r o s c ô p ic o ,  l a s  c o lo n ia s  -  
q u e  s e  v a y a n  a  a i s l a r .
In s p e c c iô n  y s e le c c iô n  d e  la s  p l a ç a s .  S e  in s p e c c io n a n  
la s  p la ç a s  s e m b r a d a s  e  in c u b a d a s  d u r a n te  5 -7  d fa s  a  28Q C . ,  p a r a  s e  
le c c io n a r  a q u e l la s  e n  l a s  que  h ay an  c r e c id o  c o lo n ia s  a i s l a d a s .
P r e p a r a c iô n  d e  c u l t iv o s  p r i m a r i e s .
D e  l a s  p la ç a s  s e l e c c io n a d a s , s e  e l ig e n  la s  c o lo n ia s  y 
con  e s t a s  c o lo n ia s  d e  S tr e p to m y c e s  f r a d i a e , s e  p r e p a r a n  c u lt iv o s  e s -  
p o ru la d o s  en  m ed io  s ô l id o  ( Q .P . )  q u e , a  la  v e z  q u e  s i r v e n  co m o  m a -
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t e r i a l  p a ra  u l t e r i o r e s  s i e m b r a s  en  o t r o s  m e d io s ,  g a r a n t iz a n  su  c o n ­
s e r v a c io n  in d e f in id a , Los c u l t iv o s  a s i  o b te n id o s , s e  d e n o m in a n  culti_  
VOS p r i m a r i o s .
C u lt iv o s  p r i m a r i o s  en  tu b o s  d e  a g a r  in c l in a d o s .
Se e m p le a n  tu b o s  d e  e n s a y o  d e  v id r io  P y re x  d e  15 x 
160, p r e p a r a d o s  c o n  a g a r  in c l in a d o , (m e d io  Q P . ) , a  lo s  q u e  s e  in o -  
c u la n  la s  c o lo n ia s  s e le c c io n a d a s  p o r  t r ip l ic a d o ,  ( t r e s  tu b o s  p o r  co lo  
n i a ) .
E s to s  c u lt iv o s  p r im a r io s  s e  in cu b an  a  28Q C, d u ra n te  
5 -7  d ia s ,  in s p e c c io n a n d o lo s  a l a s  24 y 48 b o r a s , p a r a  d e s c a r t a r  aq u e  
l lo s  q u e  ten g an  in d ie io  d e  c o n ta m in a c io n  p o r  b a c t e r i a s ,  h o ngos o lev a  
d u r a s .
G e n e ra lm e n te ,  a lo s  2 -3  d fa s  m u e s tr a n  un b u en  c rec i^  
m ie n to , y a  lo s  5 -7  d ia s  s e  h a lla n  to ta l  m e n te  e s p o r u la d o s  y en  b u en as  
c o n d ic io n e s  p a ra  u l t e r i o r e s  p a s e s  a o t r o s  m e d io s -  U na v e z  t e r m in a — 
da la  in cu b ac io n  y h a s ta  e l m o m e n to  d e  su  u s o ,  s e  c o n s e r v a n  p e r m a -  
n e n te m e n te  en  n e v e r  a .
C u ltiv o s  p r im a r io s  l io f i l i z a d o s .
En d e te rm in a d o s  c a s o s , p a r a  g a r a n t i z a r  la  in m u ta b i-
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lid a d  d e  la  c e p a ,  s e  p ro c é d é  a s u  l io f i l i z a c iô n  en  un a p a r a to  a d e c u a d o .
La c o n s e r v a c io n  d e  e s to s  c u l t iv o s  s e  h iz o  co n  un  a p a ­
r a t o  d é  l io f i l i z a c iô n ,  m o d e lo  s e m i - i n d u s t r i a l  G - 0 2 ,  L ey b o ld , ( f ig u ra  
1) , co n  u n a  c a p a c id a d  d e  e v a p o ra c iô n  d e  50 g .  d e  h ie l o /h o r a ,  p ro ­
v is  to  d e  una  c a m p a n a  co n  88 c o n e x io n e s  e s p e c i a l e s  d e  g o m a , en  la s  
q u e  s e  p u e d e n  a d a p ta r  o t r o s  ta n to s  tu b o s , s u s c e p t ib l e s  d e  l i o f i l i z a r -  
s e  s im u l tâ n e a m e n te .
S e  e m p le a n  tu b o s  d e  v id r io  d e  6 x  100 m m - d e  p a r e d e s  
g r u e s a s ,  e s p e c i a le s  p a r a  la  l io f i l i z a c iô n ,  y le c h e  d e s c r e m a d a  e s t e r  i l ,  
n a tu r a l  o  p r e p a r a d a  a  p a r t i r  d e  le c h e  d e s c r e m a d a  e n  p o lv o .
C o n s id e ra n d o  q u e  h a y  u n a  g r a n  p é rd id a  d e  v ia b i l id a d  -  
e n  lo s  tu b o s  l i o f i l i z a d o s , e s  n e c e s a r io  p a r t i r  d e  c u l t iv o s  p r im a r io s  
b ie n  e s p o r u la d o s  e n  a g a r  in c l in a d o . T odo s  lo s  p a s e s  y t r a n s f e r e n c ia s  
d e s c r i t o s  e n  e s t e  a p a r t a d o ,  s e  h a c e n  c o n  tè c n i c a s  e s t é r i l e s ,  en  un 
c u a r to  d e  e s t e r i l i d a d ,  o  a l  m e n o s  en  u n a  zo n a  b la n c a .
S e  a n a d e n  a l tu b o  d e  c u lt iv o  p r i m a r i o  d e  2 â 3 m l .  d e  
le c h e  d e s c r e m a d a  e s t é r i l .  C on  un a s a  e s t é r i l  s e  r a s p a  la  s u p e r f ic ie  
d e l c u lt iv o  p a r a  s u s p e n d e r  lo s  e s p o r o s  en  l a  le c h e ,  a g ita n d o  b ie n ,  p a ­
r a  h o m o g e n iz a r  la  s u s p e n s iô n .  A c o n tin u a c iô n , c o n  una p ip e ta  P a s te u r  
e s t i r a d a  f in a m e n te , s e  d is t r ib u y e  e s ta  s u s p e n s iô n  en  lo s  tu b o s  e s p e -
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d a l e s  e s t é r i l e s  p o n ien d o  c u id a d o  d e  d e p o s i ta r  e l l iq u id e  e n  e l fondo 
d e  e l l o s ,  s in  m a n c h a r  l a s  p a r e d e s  , y a  q u e  s i  s e  m o ja n  c o n  la  s u s — 
p e n s io n ,  no s e  p u e d e  lo g r a r  d e s p u é s  u n a  " p a s t i l l a "  b ie n  l io f i l i z a d a ,  
e s to  e s ,  s u e l ta  y m o v ib le  a  lo  la r g o  d e l tu b o  y , p o r  ta n to ,  f a c i lm e n -  
t e  d e s l iz a b le  d e l m is m o  e n  la s  s i e m b r a s  u l t e r i o r e s .
La c a n tid a d  d e  s u s p e n s io n  q u e  s e  d is t r ib u y e  e s  a p r o -  
x im a d a m e n te  d e  0 ,1  m l .  En c u a lq u ie r  c a s o  l a  a l t u r a  d e l l iq u id o  e n  -  
e l  tu b o  d e b e  s e r  m e n o r  d e l  d o b le  d e  s u  d iâ m e t r o ,  s i  s e  q u ie r e  q u e  e l 
p ro c e s o  d e  l io f i l i z a c iô n  t r a n s c u r r a  s in  q u e  e l  p ro d u c to  s e  d e s c o n g e le ;  
no  s e  d e b e  o lv id a r  q u e  h a y  s i e m p r e  u n a  r e l a c iô n  e n t r e  la  s u p e r f ic ie  
d e  e v a p o ra c iô n  y e l  e s p e s o r  d e l l iq u id o  q u e  s e  d e s e c a .
U na v e z  p r e p a r a d o s  lo s  tu b o s ,  s e  c o n g e la n  co n  una -  
m e z c la  d e  n ie v e  c a r b ô n ic a  y  a c e to n a  y  d e s p u é s  s e  c o n e c ta n  uno  a  uno 
a l  a p a r a to  d e  l io f i l i z a c iô n  e n  fu n c io n a m ie n to , e s  d e c i r ,  t r a b a ja n d o  e n  
a l to  v a c io .  D e  e s t a  f o r m a , e l v a c fo  p ro v o c a  in m e d ia  ta  m e n te  u n a  e v a ­
p o ra c iô n  r â p id a  , q u e  m a n tie n e  la  c o n g e la c iô n  d e l p eq u en o  v o lu m en  de  
s u s p e n s iô n  en  c a d a  tu b o .
C u a n d o  to d o s  lo s  tu b o s  e s ta n  c o n e c ta d o s ,  e l  p ro c e s o  
d e  l io f i l i z a c iô n  s ig u e  su  c u r s o  h a s ta  l o g r a r  la  d e s e c a c iô n  t o t a l  p o r  -  
su b lim a c ic n  d e l h ie lo  d e  la  s u s p e n s iô n  c o n g e la d a .  E s ta ,  una  v ez  s e c a ,  
fo rm a  en  lo s  tu b o s  una p eq u en a  p a s t i l l a  d e  a s p e c to  e s p o n jo s o ,  q u e
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b cu p a  e l m is m o  v o lu m e n  a  p a r e n te  q u e  e l  l iq u id e  d e  p a r t id a  y que  s e  -  
d e s l iz a  fa c i lm e n te  a  lo  la r g o  d e  s u s  p a r e d e s .
L os tu b o s  l io f i l i z a d o s ,  c o lo c a d o s  e n  e l  l i o f i l i z a d o r , 
s e  c i e r r a n  a la  l la m a  d e  un s o p le te ,  e n  cu y o  m o m e n to  q u ed an  d e s  -  
c o n e c ta d o s  d e l a p a r a to .
Se h a c e  una  p ru e b a  d e  p u re z a  y e s t e r i l id a d  co n  la  d é  -  
c im a  p a r t e  d e  lo s  tu b o s  l io f i l iz a d o s  to rn a d o s  a l  a z a r ,  y  p o r  s e p a r a d o .
Si lo s  r e s u l ta d o s  d e  e s t a  p ru e b a  so n  s a t i s f a c t o r i o s , r e s p e c te  a  c o n ta ­
m in a n te s  e x t r a n o s ,  s e  c o n s e r v a n  en  n e v e ra  p a r a  su  u ti l iz a c io n  u l t e ­
r i o r  co m o  c u lt iv o s  p r i m a r i o s .
3 . 1 . 2 .  P re p a r a c iô n  d e  in o c u le s
E s te  a p a r ta d o  s e  d e s a r r o l l a  m a s  a m p lïa m e n te  en  3 . 2 . 1 .  
a l  d e ta l la r - 'e  lo s  p a s o s  d e  p r e p a r a c iô n  d e  in o c u lo s ,  y la  té c n ic a  g e  -  
n e r a l  e m p le a d a .  N o rm a lm e n te  s e  u t i l i z a n ,  o in o c u le s  d e  lo s  e m p le a d o s  
e n  lo s  f e r m e n ta d o re s  d e  8 I t s . , o  m a t r a c e s  p r e p a r a d o s  e s p e c ia l  m en  -  
t e .
A p a r t i r  d e l c u lt iv o  d e  o r ig e n  s e  h a c e  con  té c n ic a  e s  -  
t é r i l ,  una s i e m b r a  a b u n d a n te  en  d o s  m a t r a c e s  co n  e l m ed io  e le g id o . 
E s to s  d o s  m a t r a c e s  l la m a d o s  d e  s i e m b r a , s e  in c u b a n  en  a g ita c io n  a
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220  r . p . m .  y 289 C . ( i  0 ,5 Q ) ^du ran te  24 ô 48 h o r a s .  P a sa d o  e s t e  p é ­
r io d e  s e  c o m p ru e b a  m ic ro s c o p ic a m e n te  su  p u re z a  y e s t e r i l i d a d ,  r e s ­
p e c te  a c o n ta m in a c io n e s  p o r  b a c t e r i a s ,  h o n g o s o le v a d u r a s .
D e  lo s  m a t r a c e s  d e  s i e m b r a  s e  s e le c c io n a  uno  d e  e l l o s ,  
te n ie n d o  en  c u e n ta  lo s  d a to s  m ic ro s c ô p ic o s  y e l a s p e c to  d e  su  c r e c i — 
m ie n to .  A p a r t i r  d e  e s t e  m a t r a z ,  s e  in o c u la n  lo s  s e i s  p r e p a r a d o s  
co n  c a d a  m e d io  d e  p r u e b a .
3 . 1 . 3 .  F e rm e n ta c iô n  en  e l  L a b o ra to r io  -  M a t r a c e s  
d e  a g i ta c io n .
A l s e r  la  m a y o r ia  d e  lo s  A c ty n o m ic e to s , m i c r o o r g a ­
n is m o s  e s t r i c t a m e n t e  a e r o b i o s ,  s e  d e b e  s u m i n i s t r a r  a  la  f e r m e n ta — 
c iô n  e l o x ig en o  n e c e s a r io  p a r a  su  m e ta b o lis m o  y c r e c im ie n to .  En g e ­
n e r a l  l a s  c o n d ic io n e s  ô p t im a s  d e  c r e c im ie n to  s e  c o n s ig u e n  en  e l  L abo­
r a t o r i o ,  s o m e tie n d o  a  lo s  c u l t iv o s  d u ra n te  su  in c u b a c iô n , a una  c o n -  
v e n ie n te  a g ita c iô n  .
M e s a s  de  a q i t a c iô n .
C a d a  m e s a ,  ( f i g u r a s  2 y 3) , e s t a  c o m p u e s ta  e s e n c i a l -  
m e n te  d e  una p la ç a  b a s e  y  d o s  ta b l e r o s  s u p e r p u e s to s , en  lo s  q u e  s e  -  
c o lo c a n  lo s  f r a s c o s  o m a t r a c e s  c a r g a d o s  con  e l m e d io  f e r m e n ta n te .
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El m o to r  t r a n s m i te  e l m o v im ie n to  a un  re d u c  to r  que 
p e r m i te  v a r i a r  la  v e lo c ld a d  d e  la  m e s a  e n t r e  120 y 220 r . p . m . , T o - 
d o s lo s  p u n to s  d e  lo s  t a b i e r o s ,  y  p o r  c o n s ig u ie n te ,  lo s  f r a s c o s  o m a -  
t r a c e s  f i ja d o s  a e l l o s , d e s c r ib e n  un m o v im ie n to  c i r c u l a r  cuyo  r a d io  de  
g i r o  e s  d e  25 m m . y  c u y a  f r e c u e n c ia  e s  ig u a l a la  d e l e je  d e l r e d u c to r ,  
e s  d e c i r ,  e n t r e  120 y  220 r . p . m .
L as m e s a s  d e  a g ita c io n  e s ta n  in s ta la d a s  en  c u a r to s  d i -  
f e r e n te s  a c o n d ic io n a d o s  a  289 C , y  379 c . p a r a  p o d e r  t r a b a j a r  a a m -  
b a s  te m p e r a tu r a s  se g û n  n e c e s id a d e s .
F e rm e n ta c iô n  en  m a t r a c e s .
El m é to d o  d e s c r i to  s i r v e  p a ra  d o s  f in e s  p r in c ip a le s ;  
u n o , la  o b ten c io n  d e l c a ld o  fe rm e n ta d o  e n  c a n tid a d  s u f ic ie n te  p a ra  su  
e n sa y o  en  d iv e r s a s  p ru e b a s  c o n d u c e n te s  a la  c a r a c t e r i z a c io n  d e  la  -  
s u s ta n c ia  o s u s ta n c ia s  a c t iv a s  y ,  o t r o ,  d e te r m in a r  cu a l de  lo s  m ed io s  
d e  fe rm e n ta c iô n  u t i l iz a d o s  en  lo s  e s tu d io s  d e  lo s  e n z im a s  p r o te o l i t i— 
COS r é s u l ta  m a s  ad e c u a d o  p a ra  o b te n e r  una m a y o r  p ro d u c t iv id a d .
La fe rm e n ta c iô n  en  m a t r a c e s  s e  r e a l i z a  en  m a t r a c e s  
d e  E r le n m e y e r  de  250 m l .  E s ta  f e rm e n ta c iô n  r e q u i e r e  6 u n id a d e s  -  
p a ra  cad a  m ed io  de  f e r m e n ta c iô n .
E s to s  m a t r a c e s  s e  in cu b an  ta m b ie n  en  a g ita c io n  a
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220 r . p . m .  y 289C(± 0 ,5  ) ,d u ra n te  t r è s  6 m a s  d f a s . A l f in a l d e  e s t a  - 
f e r m e n ta c iô n  s e  h a c e n  e n  lo s  c a ld o s  l a s  s ig u ie n te s  d e te r m in a c io n e s  :
C o m p ro b a c iô n  m ic r o s c ô p ic a  d e  p u re z a  y e s t e r i l i d a d ,  m e -  
d ia n te  f r ô t i s  te n id o s  p o r  e l  m é to d o  d e  G r a m ,  p H . D e te r m i -  
n a c iô n  d e  a z u c a r .
P ru e b a  d e  p u r e z a  y e s t e r i l i d a d  p o r  d is e m in a c iô n  e n  p la ç a .
V a lo ra c iô n ,  f r e n te  a  u n a  c u rv a  p a t r ô n ,  p a r a  d e t e r m i n a r  la  
a c tiv id a d  p r o t e o l i t i c a .
3 . 2 .  P la n ta  S em i p ii o to .  F e rm e n ta d o r e s  d e  oc ho U tr o s .
Si lo s  e n z im a s  p ro d u c id o s  en lo s  c a ld o s  d e  f e r m e n ta ­
c iôn  d e  m a t r a c e s  cu m p len  lo s  r e q u i s i t e s  n e c e s a r io s ,  s e  p ro s ig u e  e l 
t r a b a jo  d e  f e r m e n ta c iô n ,  a h o r a  en  m a y o r  e s c a l a .
La fe rm e n ta c iô n  s e  l le v a  a  c a b o  e n fo n c e s , en  un e q u i-  
po d e  f e r m e n ta d o r e s  d e  ocho  l i t r e s ,  con u n a  te c n ic a  q u e  im ita  f ie lm e n -  
te  a  l a s  g r a n d e s  f e r m e n ta c io n e s  d e  tip o  in d u s t r i a l ,
P o r  c o n s ig u ie n te , e s t a  f e rm e n ta c iô n  r e q u ie r e  u n a  p r e -  
p a ra c iô n  d e  in o c u le s  en la b o r a to r io ,  un eq u ip o  e s p e c ia l  , un s u m in i s —  
t r o  d e  a i r e  e s t e r  il y una té c n ic a  en  c o n so n a n c ia  co n  lo s  v o lu m e n e s  que  
s e  m a n e ja n  y  la s  c a r a c t e r f s t i c a s  d e l e q u ip o .
3 .2 .1 .  P re p a ra c io n  d e  in o c u le s .
La p re p a ra c io n  d e  in ô cu lo s  p a r a  la  s i e m b r a  d e  lo s  f e r ­
m e n ta d o re s  d e  ocho  l i t r e s ,  e s  p r é c t ic a m e n te  ig u a l a  la  se g u id a  p a r a  -  
p r e p a r a r  lo s  in ô c u lo s  d e  lo s  f e r m e n ta d o re s  m a s  g ra n d e s  d e  la  p la n ta  
p i lo te .
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Su o b je to  e s  c o n s e g u i r , a  p a r t i r  d e  un c u l t iv o  e s p o r u la -  
d o  Ô l io f i l iz a d o ,  una  c a n tid a d  s u f ic ie n te  d e  c r e c im ie n to  v e g e ta t iv e  s u s -  
p e n d id o  en un m e d io  l iq u id e ,  p a r a  que  s e  p u e d a  i n i c i a r ,  v ig o r o s a  y r& - 
p id a m e n te ,  la  fe r m e n ta c iô n  en lo s  v o lu m e n e s , r e l a t i v a m e n te  c o n s id é ra  
b le s  , d e  m e d io  d e  c u lt iv o  e s t é r i l , d e  lo s  f e r m e n ta d o r e s  d e  p ro d u c e  io n .
La in o c u la c io n  s e  h a c e ,  p a r t ie n d o  d e  un c u l t iv o  p r im a — 
r i e  en a g a r ,  o l io f i l i z a d o ,  s i  b ien  a  v e c e s  s e  in t e r c a l a  un p a s e  a  t r a v é s  
d e  un m a t r a z  l la m a d o  d e  s i e m b r a .  Se o p e r a ,  p u e s ,  seg u n  e s t e  e s q u e —
m a :
C u ltiv o  p r i m a r i o  en a g a r
M a tr a z  d e  s ie m b ra .»  
C u ltiv o  p r i m a r i o  l io f i l iz a d o
U n idad  d e
in o c u lo
L os p a s e s  y t r a n s f e r e n c ia s  s e  h a c e n ,  r u t i n a r i a m e n t e , -  
en un c u a r to  d e  e s t e r i l id a d  que  e s té  s o m e tid o  p e rm a n e n te m e n te  a  la  a c -  
c iô n  e s t e r i l i z a n t e  d e  lé m p a r a s  u l t r a v i o l e t a s , e x c e p te  d u r a n te  e l p é r io ­
d e  d e  t r a b a jo ,  y e s ta  e q u ip a d o  con un s u m in i s t r o  d e  a i r e  e s t é r i l .
A p a rté  d e l m a te r ia l  c o r r i e n t e  en  un l a b o r a to r io  d e  bac^ 
t e r io l o g f a , s e  e m p le a n  a d e m â s :
M a tr a c e s  d e  E r le n m e y e r  d e  250 m l .  p r e p a r a d o s  con 
50 m l .  d e l m e d io  de  s i e m b r a  e le g id o , q u e  s e  u ti l iz a n  c o m o  m a t r a c e s
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d e  s i e m b r a  in te r m e d io s ,  c u a n d o  la  té c n ic a  a s i  lo  r e q u i e r e .  M a tra c e s  
e s f é r ic o s  d e  fonde p ia n o , d e  2 .0 0 0  m l .  d e  c a p a c id a d ,  f r a s c o s  " F lo re n ­
c e "  ( f ig u ra  4 ) ,  con  u n a  tu b u la d o ra  l a t e r a l  y t r è s  h e n d id u ra s  e q u id is —  
ta n te s  en  e l b o rd e  c i r c u l a r  d e  s u  b a s e .  E s ta s  u n id a d e s  con  600 m l .  d e l 
m ed io  d e  s i e m b r a  e le g id o , s i r v e n  p a r a  la  p re p a r a c io n  d i r e c ta  o  a  t r a ­
v é s  d e  un m a t r a z  d e  s i e m b r a ,  d e l  in o c u lo  v e g e ta t iv e  f i n a l .
P re p a ra c io n  d e  l a s  u n id a d e s  d e  in o cu lo  e s t é r i l e s .
Los f r a s c o s  " F lo re n c e "  d e  d o s  l i t r o s  s e  p r e p a r a n ,  f l -  
jan d o  en su  tu b u la d o ra  l a t e r a l  un  tu b e  d e  g o m a  d e  u n o s  15 c m s .  d e  l a r ­
g o ,  d e  c u y o  o tr o  e x tr e m e  p e n d e  u n a  c a m p a n a  d e  in o c u la c io n  d e  v id r io  
( f ig u ra  4 ) .  El m a t r a z  s e  ta p a  co n  un tap ô n  d e  a lg o d o n  g r a s o  b ien  a ju s -  
ta d o ,  r e c u b ie r to  d e  d o b le  c a p a  d e  g a s a .  El tapôn  s e  su  je t a  a l  c u e l lo  d e l 
m a t r a z  con  u n a  b an d a  d e  g o m a . La c a m p a n a  d e  in o c u la c io n  s e  r e c u b r e  
con u n a  b o is a  d e  te l a  p r o v i s ta  d e  c in ta s  que  s e  a tan  s o b r e  e l tu b e  d e  -  
v id r io  te r m in a l  d e  la  c a m p a n a .
Los f r a s c o s  " F lo re n c e "  asv p r e p a r a d o s ,  con  la  c a m ­
pana  d e  in o c u la c iô n  c o lg a n d o  l ib r e m e n te  p a ra  e v i t a r  d o b le c e s  d e l 
tubo  d e  g o m a , s e  e s t e r i l i z a n  en v a c fo  m e d ia  h o ra  a  1219 C .  y 1 
k g . d e  p r e s iô n .  Luego s e  c a rg a n  p o r  la  b o ca  con 600 m l .  d e  m e d io  d e  
s i e m b r a  y s e  e s t e r i l iz a n  o t r a  v e z  a  1219C .y  1 k g .d e  p r e s i ô n ,d u ra n te  20
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m in u to s . U na v e z  e s t é r i l e s ,  s e  s u je ta  la  c a m p a n a  de  in o c u la c iô n  a l -
c u e llo  d e l m a t r a z ,  m e d ia n te  una b an d a  d e  g o m a , y s e  l e s  a d h ie r e  una
é t iq u e ta ,  donde  c o n s ta  la  fee  ha  d e  su  p re p a r a c iô n  y e s t e r i l i z a c i ô n .
In o c u la c iô n  d e  lo s  m a t r a c e s  in te rm e d io s  d e  s i e m b r a
Si la  in o c u la c iô n  s e  h a c e  a p a r t i r  d e  u n  c u lt iv o  l io f i l i  -  
z a d o , s e  r e u n e n  en  e l  c u a r to  d e  e s t e r i l id a d  lo s  e le m e n to s  n e c e s a r io s  
s ig u ie n te s  :
L os tu b o s  l io f i l iz a d o s  q u e  s e  v an  a s e m b r a r .
M a t r a c e s  d e  s i e m b r a  e s t é r i l e s .
U na p la ç a  d e  P é tr i  co n  s o lu c iô n  d e  fen o l a l 5%.
S ie r r a s  d e  c o r t a r  a m p o l la s
U na b o m b o n a  co n  c o m p r e s a s  d e  g a s a  e s t é r i l .
En e l  tu b o  l io f i l iz a d o  s e  h a c e  co n  una s i e r r a  una pe  -
q u en a  m a r c a  e n  su  c e n t r o  y s e  s u m e rg e  en  la  so lu c iô n  d e  a c id o  fé n i -  
co  u n o s  5 m in u to s . D e sp u é s  s e  en v u e lv e n  s u s  e x t r e m e s  e n  g a s a  e s t é ­
r i l  y s e  p a r t e  p o r  la  s e n a l d e  la  s i e r r a , cu id an d o  d e  no d e ja r  c a e r  su  
c o n te n id o . Se p ro c é d é  a  a b r i r  co n  té c n ic a  e s t é r i l  e l m a t r a z  d e  s ie m  - 
b r a ,  s o b r e  e l q u e  s e  d e ja  c a e r  la  p a s t i l la  l io f i l iz a d a .
-  49 -
Si la  in o c u la c iô n  s e  h a c e  a  p a r t i r  d e  un c u lt iv o  d e  a g a r , 
e l p a s e  s e  h a c e  ta m b ié n  en e l c u a r to  d e  e s t e r i l i d a d ,  to m an d o  con  té c n i ­
c a  e s t é r i l  un a s a  d e l c u lt iv o  e s p o r u la d o  y  p a sâ n d o la  a  lo s  m a t r a c e s  d e  
s i e m b r a .
U na v ez  in o c u la d o s  lo s  m a t r a c e s  d e  s i e m b r a ,  s e  c o lo -  
c a n  en  una m e s a  d e  a g ita c io n  a  220 r . p . m .  y s e  in cu b an  48 h o ra  s  a  -  
2 8 9 C . î  0 ,5 9  C .
D e sp u é s  d e  la  in c u b a c iô n  s e  h a c e  un ex a m e n  m i c r o s —  
c ô p ic o  d e l c a ld o ,  p a ra  d e te r m in a r  p u r e z a  y  e s t e r i l id a d  en c u a n to  a  con  
t a m in a n te s ,  d e se c h à n d o s e  lo s  m a t r a c e s  en lo s  q u e  s e  a d v ie r ta  la  p r e — 
s e n c ia  d e  m ic ro o rg a n is m o s  e x t r a n o s .  Se h a c e  ta m b ié n  una p ru e b a  d e  -  
e s t e r i l id a d  en p l a ç a , c u y o s  r e s u l ta d o s  s i r v e n  p a r a  e s t im a r  la  p u re z a  -  
y e s t e r i l id a d  d e l c u lt iv o  "a  p o s t e r io r i "  d e  su  u s o ,  ya q u e  e s to s  m a t r a — 
c e s  s e  u t i l iz a n  s i e m p r e  c o m o  s e m i l la  p a r a  l a s  u n id a d e s  d e  in o c u lo , in -  
m e d ia ta m e n te  d e  c o n o c e r s e  lo s  r e s u l ta d o s  f a v o r a b le s  d e  la  m ic r o s c o p ia .
F inal m e n te , s e  h a c e  ta m b ié n  una d e te r m in a c iô n  p o n d é ­
r a l  o tu r b id im é t r ic a  d e  la  r iq u e z a  en  m ic e l io .
In o cu lac iô n  d e  lo s  m a t r a c e s  d e  in o cu lo  v é g é ta t iv e .
La s ie m b ra  d e  lo s  m a t r a c e s  d e  in o c u lo  v é g é ta t iv e  p u e -  
d e  i i a c e r s e  a  p a r t i r  d e  c u l t iv e s  p r i m a r i e s  e s p o r u la d o s  , en a g a r  o l i o -
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f i l i z a d o s .  Sin e m b a r g o ,  e l m é to d o  u su a l c o n s i s te  en in o c u la r lo s  con  un 
m a t r a z  d e  s i e m b r a ,  p r e p a r a d o  seg u n  s e  d e s c r ib e  en e l a p a r ta d o  a n te ­
r i o r .
La s ie m b ra  s e  h a c e ,  p a sa n d o  con te c n ic a  e s t é r i l  5 m l .  
d e l m a t r a z  d e  s ie m b ra  a  la  u n id ad  d e  in o cu lo  e s t é r i l .
U na v ez  s e m b ra d a s  e s t a s  u n id a d e s  de  in o c u lo , s e  c o -  
lo c a n  en  una  m e s a  d e  a g ita c io n  a  220 r . p . m .  y s e  in cu b an  d e  24 â  48 
h o ra s  a  289C , -  0 ,5 9  C . .  A l té r m in o  d e  la  in cu b ac iô n  s e  r e a l iz a n  l a s  
s ig u ie n te s  p ru e b a s :
E xam en m ic ro s c ô p ic o .
E s te r il id a d  en m a t r a z  d e  c a ld o  r o jo  feno l en  a g i t a c iô n .
E s te r i l id a d  en  p la ç a .
D e te rm in a c iô n  c u a n ti ta t iv a  d e l m ic e l io .
U na v ez  que  s e  ha c u m p lid o  e l p e rfo d o  d e  in cu b ac iô n  y 
s e  tien  en r e s u l ta d o s  s o b r e  la  p u re z a  d e l c u l t iv o , la s  u n id a d e s  d e  in ô c u - 
lo  v e g e ta tiv o  s e  u ti l iz a n  a su  v ez  co m o  s ie m b r a  p a ra  la  in o cu lac iô n  d e  
f e r m e n ta d o re s  d e  ocho  l i t r o s  o  d e  lo s  f e r m e n ta d o re s  m â s  g ra n d e s  en  la  
P lan ta  Pi lo to .
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3 . 2 . 2 .  F e rm e n ta d o r e s  d e  ocho  l i t r o s
La fe rm e n ta c iô n  d e  v o lu m e n e s  d e  c a ld o , m a y o r e s  d e  
lo s  q u e  tie n  en  c a b id a  en e l m a te r i a l  d e  v id r io  u s u a l en  un l a b o r a to r io  
d e  m ic r o b io lo g f a , r e q u ie r e  un e q u ip o  e s p e c ia l  q u e ,  en  e s e n c i a ,  r e p r o ­
d u c e  a  p e q u e n a  e s c a la  to d a  la  c o m p le jid a d  d e  s e r v ic io s  e  i n s t r u m e n ta -  
c iô ii n e c e s a r io s  en  la  f e rm e n ta c iô n  in d u s t r i a l  d e  g r a n d e s  v o lu m e n e s  d e  
m e d io  f e r m e n ta n te .
P a ra  la  r e a l iz a c io n  d e  e s to s  e n s a y o s ,  s e  han  u t i l iz a d o  
24 f e r m e n ta d o r e s  d e  o ch o  l i t r o s  u n id o s  en  g ru p o s  d e  s e i s  ( f ig u ra  5) , 
y fo rm a n d o  a s f  4 u n id a d e s  m a y o r e s .
U n id ad es  S e m ip ilo to
C ad a  g ru p o  de  6 f e r m e n ta d o r e s  d e  8 l i t r o s  c o n s t i tu y e n  
l a s  l i a m a d a s  " u n id a d e s  s e m ip i lo to " ,  y  e s tâ n  d iv id id o s  en d o s g ru p o s  
d e  3 f e r m e n t a d o r e s .  La "u n id ad  s e m ip i lo to " ,  cu y o  a s p e c to  s e  p u e d e  
v e r  en  la  ( f ig u r a  6 ) ,  c o n s i s te  en  d o s  bah  o s  t e r m o s t é t i c o s , c o n s t ru id o s  
en a c e r o  in o x id a b le .  C ad a  baho  t ie n e  c a p a c id a d  p a ra  a lo j a r  t r è s  f e r m e n ­
ta d o r e s  d e  8 l i t r o s .  La te m p e r a tu r e  d e l a g u a  s e  r é g u la  con una  r e s i s —  
te n c ia  e l é c t r i c a  y un te r m o s ta to .
En c a d a  "u n id ad  s e m ip i lo to "  s e  p u e d e  l l e v a r  a c a b o  d o s  
g ru p o s  d e  t r è s  fe rm e n ta c io n e s  en c o n d ic io n e s  d i f e r e n te s  p a ra  c a d a  uno
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de  e l l o s . Es p o s ib le  v a r i a r  p o r  e je m p lo  la  te m p e ra tu ra  d e  in c u b a c iô n , 
d e  c a d a  uno d e  lo s  d o s b an o s  t e r m o s t é t i c o s , 6 la  v e lo c id a d  d e  a g i ta c iô n , 
de  300 â 900 r . p . m . , ya q u e  c a d a  g ru p o  d e  fe r m e n ta d o re s  tie n e  su  e je  
de  a c c io n a m ie n to  in d e p e n d ie n te .
D e sc r ip c iô n  d e  lo s  fe r m e n ta d o re s  d e  8 l i t r o s .
El f e r m e n ta d o r ,  ( f ig u ra  7 ) ,  e s t é  fo rm a d o  p o r  un c u e r -  
p o , una b a s e  y  una  ta p a : e l c u e rp o  c o n tie n e  el c a ld o  d e  fe r m e n ta c iô n ,  
la  b a s e  m a n tie n e  e l fe rm e n ta d o r  en e l bano  te r m o s tâ t ic o  d e  la  un idad  y 
la  tap a  c i e r r a  e l f e rm e n ta d o r  y  s o p o r ta  e l a g i t a d o r ,  la  c a r c a s a  d e l t e r -  
m ô m e tr o ,  la  e n tr a d a  y  s a l id a  d e l a i r e ,  e l d is p o s it iv o  to m a - m u e s t r a s , 
la  boca  d e  c a rg a  y lo s  tu b o s  p a ra  a d ic io n e s  d u ra n te  la  f e r m e n ta c iô n .  -  
Son de  a c e r o  in o x id a b le  la  ta p a  y toda  s  la s  p ie z a s  y a c c e s o r io s  m e tâ l i -  
c o s ,  en contact©  con el c a ld o  o el a i r e  e s t é r i l .
El c u e rp o  d e l fe rm e n ta d o r  e s  un v a s o  c i l in d r îc o  d e  v i— 
d r io  P y re x , d e  188 m m . d e  0  y 300 m m  - d e  a l t u r a , con e l b o rd e  b ien  
e s m e r i la d o  p a ra  a s e g u r a r  un c i e r r e  h e rm e tic©  con la  ta p a .
La tap a  d e l f e r m e n ta d o r ,  ( f ig u ra  8 ) ,  e s  d e  ch a p a  d e  -  
a c e r o  in o x id ab le  d e  10 m m . d e  e s p e s o r  y 240 m m . d e  0 ,  con una  r a n u -  
r a  c i r c u la r  d e  10 m m . d e  an ch o  y 4 m m . d e  p ro fu n d id a d , ( f ig u ra  9) , -  
en la  que s e  a lo ja  una ju n ta  d e  g o m a . La tapa  lle v a  un id o s lo s  e le m e n  — 
to s  a u x i l ia r e s  de l fe rm e n ta d o r  n e c e s a r io s  p a ra  el t r a b a jo .  Toda s  l a s  -
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tu b e r ia s  d e  s e r v i c io s  q u e  a t r a v ie s a n  l a  t a p a ,  e s tà n  u n id a s  a  e l l a ,  con  
s o ld a d u ra  d e  a c e r o  in o x id a b le .
El e je  c e n t r a l  l le v a  l a s  h é l i c e s  q u e  p ro p o rc io n a n  la  agi^ 
ta c iô n  n e c e s a r l a .  L os c o j in e te s  y e m p a q u e ta d u ra s  e s tà n  a lo ja d o s  en  -  
u n a  c a ja  c i l f n d r i c a  a l a r g a d a ,  p a r a  e v i t a r  c o n ta m in a c io n e s  a  lo  la r g o  -  
d e l e j e ;  e l d ià m e t r o  d e l e je  e s  d e  9 m m . y su  lo n g itu d  365 m m .
L o s d o s  a g i ta d o r  e s  q u e  l le v a  e l e j e ,  so n  r o d e t e s - t u r b i -  
n a  con un d ià m e t r o  to ta l  d e  100 m m . ( f ig u ra  9 ) .  C ad a  r c d e t e  e s  un d is  
c o  en  e l  q u e  van  so ld a d a s  c u a t r o  p a le ta s  c u r v a s  en  p o s ic io n  v e r t i c a l  d e  
10 m m . d e  a l t u r a  y a p ro x im a d a m e n te  30 m m . d e  lo n g itu d . L os ro d e te s  
pueden  d e s p l a z a r s e  a  lo  la r g o  d e l e je  p a r a  d a r l e s  a l t u r a  v a r i a b l e .
A d o sa d o s  a la  p a re d  d e l  v a s o  y co l oc a d o s  en fo r m a  v e r ­
t i c a l , hay  t r è s  c o r t a c o r r i e n t e s , s i tu a d o s  a 1209 c a d a  u n o . Se m a n t ie -  
nen en p o s ic io n  c o r  r e c t a , m e d ia n te  un  a n i l lo  con  u n a s  e n ta l la d u r a s  q u e  
la s  s u je ta  c o n t r a  la  p a re d  d e l v a s o .
La tu b e r ia  d e  e n tr a d a  d e l a i r e  ( f ig u ra  7 y 9 ) ,  p é n é tr a
d e n tr o  d e l f e r m e n ta d o r  u n o s  40 m m . y  te r m in a  en una  un ion  con  t u e r -
c a , do n d e  s e  a c o p la  un tubo  a c o d a d o  d e  7 m m  d e  0  i n t e r i o r  q u e  l le v a  -
e l a i r e  h a s ta  la  p a r t e  b a ja  d e l f e r m e n ta d o r  y l e  h a c e  s a l i r  p o r  u n a  b o —
q u illa  d e  e s t e  tu b o  s i tu a d a  e x a c ta m e n te  d e b a jo  d e l e x t r e m e  in f e r io r  d e l 
e je .
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La tu b e r ia  d e  s a l id a  d e l a i r e  e s  un tubo  d e l m is m o  d ié -  
m e t r o ,  q u e  no  a s o m a  a l in t e r i o r  d e l f e r m e n ta d o r ,  s i  b ien  a t r a v ie s a  -  
to d o  e l e s p e s o r  d e  la  t a p a .  E m e rg e  v e r t ic a lm e n te  u n o s  4 c m .  p a r a  d o -  
b l a r s e  en  u n a  r a m a  h o r iz o n ta l  d e  8 c m .  to r n e a d a  en su  e x tr e m o  p a ra  
f a c i l i t a r  la  in tro d u c e  ion  d e  tu b o s  d e  g o m a , ( f i g u r a s ,  7 y 9 ) .
La tu b e r ia  to m a m u e s t r a s  b a ja , ju n to  a  uno  d e  lo s  c o r t a ­
c o r r i e n t e s ,h a s t a  c e r c a  d e l fo n d o . P a r a  f a c i l i t a r  la  c o n e x iô n  en  el e x te ­
r i o r ,  e l tu b o  e s t é  p ro lo n g a d o  p o r  e n c im a  d e  la  t a p a ,  d o b la d o  h a c ia  a fu e  
r a  y to r n e a d o  en  s u  e x t r e m id a d ,  ( f ig u r a s  7 y  9 ) .
L os tu b o s  p a r a  l a s  a d ic io n e s  a t r a v ie s a n  la  ta p a  d e l f e r ­
m e n ta d o r  ; son  d o s  y  e s ta n  im p la n ta d o s  a  a m b o s  la d o s  d e l e je  d e l  f e r —  
m e n ta d o r , e m e r g ie n d o  v e r t i c a l e s  en u n a  e x te n s io n  d e  3 c m s .  , con  su  
e x tr e m o  to r n e a d o ,  p a ra  f a c i l i t a r  la  in tro d u c c iô n  d e  tu b o s  d e  g o m a .
La b o ca  d e  c a r g a ,  b ie n  v is ib le  en  la  f ig u ra  8 , e s ta  
fo rm a d a  p o r  un tu b o  d e  a c e r o  in o x id a b le  ro s c a d o  en  su  p a r t e  s u p e r io r  
y e x te r n a  p a r a  r e c i b i r  u n a  ta p a  q u e  l le v a  la  r o s c a  hem  b r a . En su  in te ­
r i o r  a lb e r g a  o t r o  tubo  d e  23 m m . d e  d ià m e t r o .  Toda la  lu z  i n t e r i o r  d e  
e s te  se g u n d o  tu b o  s e  a b r e  a l  in t e r i o r  d e l  f e r m e n ta d o r .  E n tre  su  s u p e r ­
f ic ie  e x te r n a  y la  in te rn a  d e l p r im e r  t r o z o  d e  tu b o , q u ed a  una  c o r  ta  c a -  
m is a  c i l ih d r ic a  en la  q u e  p u ed e  e n c a j a r  la  c a m p a n a  d e  in o c u la c iô n  d e  -
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l a s  u n id a d e s  d e  in o cu lo  en e l m o m e n to  de  la  s i e m b r a , p a r a  a s e g u r a r  
la  e s te r i l id a d  d e  la  o p e ra c io n .  A s i ,  la  b o ca  d e  c a r g a  s i r v e ,  a d e m â s ,  
d e  b o ca  p a r a  e l in o c u lo .
S is te m a  d e  s u m in i s t r o  d e  a i r e  e s t é r i l .
L as fe rm e n ta c io n e s  a e r o b i a s ,  ta n to  l a s  q u e  s e  r e a l iz a n  
en fe r m e n ta d o re s  d e  8 l i t r o s  co m o  en lo s  f e r m e n ta d o r e s  m â s  g ra n d e s  
d e  p la n ta  p ii o to ,  r e q u ie r e n  un s u m in i s t r o  c o n tin u e  d e  a i r e  e s t é r i l .  P o r  
ta n to ,  la  c a n t id a d ,  c a lid a d  y c o n tin u id a d  d e  e s t e  s u m in i s t r o  so n  o t r a s  
ta n ta s  c o n d ic io n e s  fo n d a m e n ta le s  p a r a  una  fe r m e n ta c iô n  r e g u l a r .
La c a n tid a d  d eb e  s e r  s u f ic ie n te  p a r a  p r o v e e r  e l  c a u d a l 
n e c e s a r io  ex ig id o  p o r  e l p r o c e s o .  En c u a n to  a  c a l id a d ,  e l a i r e  d e b e  -  
s e r  lim p io  y e s t é r i l .  La c o n tin u id a d  d e l s u m in is t r o  n o  d e b e  in t e r r u m -  
p i r s e  p o r  p e r io d o s  m a y o re s  d e  10 -15  m in u to s ,  y a  q u e  lo s  c o r t e s  d e  
m a y o r  d u ra c iô n  tie n e n  d e  o rd in a r io  una  acc iô n  m uy  p e r ju d ic ia l  s o b r e  
la  f e r m e n ta c iô n .
El a i r e  p a ra  lo s  f e r m e n ta d o re s  d e  8 l i t r o s  p a s a  en  p r i ­
m e r  lu g a r  p o r  dos f i l t r o s  p r i m a r i e s  q u e  t r a b a ja n  a l te r n a t iv a m e n te  p o r  
p e r io d o s  d e  3 -4  d ia s .  El m a te r ia l  f i l t r a n te  que  lle v a n  e s  c a rb o n  a c tiv e  
y s e  e s t e r i l iz a h  con v a p o r  a p re s iô n  a n te s  d e  e n t r a r  en s e r v ic io .
C ada  fe rm e n ta d o r  v a  p ro v is to  con  un seg u n d o  f i l t r o  s e -
-  61 —
c u n d a r io ,  q u e  s e  c o n e c ta  f â c î lm e n te  a  lo s  f e r m e n ta d o r e s  ( f ig u r a s  8 , 9 
y 1 0 ) ,  y q u e  s e  e s t e r i l i z a n  en  e l a u to c la v e ,d e s m o n ta d o s , con  lo s  f e r —  
m e n ta d o r e s .  El f i l t r o  s e c u n d a r io  d e  c a d a  u n id a d  s e m ip i lo to ,  ju n to  con  
l a s  tu b e r ia s  m e té l i c a s  f i j a s , d e p e n d ie n te s  d e l m i s m o ,  s e  e s t e r i l i z a n  
p o r v a p o r  a  p r e s iô n ,  a n te s  d e l fu n c io n a m ie n to  d e  c a d a  u n id a d . L os s e -  
g u n d o s  f i l t r o s  s e c u n d a r io s , s e  m o n tan  en  p o s ic io n ,  s ig u ie n d o  té c n ic a s  
e s t é r i l e s .
T é c n ic a  d e  la  f e rm e n ta c iô n  en  f e r m e n ta d o r e s  d e  8 l i t r o s .
t
L im p ie z a  y c o m p ro b a c iô n .
U na v e z  te r m in a d a  la  fe rm e n ta c iô n  y  c o se c h a d o  e l c a l ­
do  f e r m e n ta d o ,  s e  p ro c é d é  in m e d ia ta m e n te  a  d e s m o n ta r  e l f e r m e n ta d o r  
en  to d a  s  s u s  p ie z a s  y a  la  l im p ie z a  m in u c io s a  d e  é s t a s , u n a  p o r  u n a .
S e  ta p o n an  co n  g a s a  l a s  a b e r t u r a s  d e  e n tr a d a  y s a l id a  
d e l f e r m e n ta d o r  y e l c o n ju n to  s e  e s t e r i l i z a  en un a u to c la v e  a  120-1309  
C . , d u r a n te  2 0 -3 0  m in u to s ,  c o m o  c o m p le m e n to  a  su  d e f in it iv a  l im p ie ­
za  .
C a r g a .
La c a p a c id a d  u ti l d e  f e r m e n ta c iô n  e s  d e  4 ,5  â  5 ,0  l i — 
t r o s , q u e ,  seg ü n  e l tip o  d e  fe rm e n ta c iô n  a r e a l i z a r ,  s e  u t i l i z a  p a r c ia l
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o to ta lm e n te  d e s d e  e l p r in c ip io ,  seg u n  haya  o nô que h a c e r  ad ic io n es  du ­
r a n te  e l c u r s o  de l p r o c e s o .
L os m e d io s  u t i l i z a d o s  v ien en  d e te r m ira d o s  p o r  lo s  r e — 
s u lta d o s  o b te n id o s  p re v ia m e n te  en  fe r m e n ta c io n e s  p r e v i a s .
Los c a ld o s  d e  fe rm e n ta c iô n  s e  p r e p a r a n  fu e r a  d e l f e r ­
m e n ta d o r ,  en un v a s o  o r e c ip ie n te  d e  ta m a n o  a d e c u a d o , con  l a s  m a te -  
r i a s  p r im a s  e x ig id a s  p o r  la  c o m p o s ic iô n  d e l m ed io  e le g id o . Se a ju s ta  
e l pH a l v a lo r  r e q u e r id o ,  m e d ia n te  a d ic io n e s  p e q u e n a s  d e  s o s a  a l 34% , 
o d e  â c id o  fo s fô r ic o  d e  75% ,se g u n  c o n v e n g a . La c o m p ro b a c iô n  y a ju s te  
f in a l s e  h a c e  s i e m p r e  e le c t r o m é tr i c a m e n te  con  e le c t ro d o  d e  v id r io .
El fe r m e n ta d o r  s e  p r é p a r a  co lo ca n d o  e l  v a s o  s o b r e  su  
b a s e  m é ta l i c a ,  en h e b ra n d o  la  ta p a  p o r  la s  c u a tr o  v a r i l l a s  v e r t i c a l e s  -  
d e  a q u e lla  y ro s c a n d o  la s  c o r r e s p o n d ie n te s  p a lo m il la s  q u e  d e s p u é s  se  
a p r ie ta n  p a ra  h a c e r  un c i e r r e  h e r m é t i c o .
El m ed io  d e  c u l t iv o  p r e p a r a d o ,  s e  p a s a  a l  f e r m e n ta d o r  
p o r  la  b o ca  d e  c a r g a , t r a s  d e  lo  c u a l s e  c i e r r a  e s ta  con un tapôn  d e  a^ 
godôn no a b s o r b a n te  r e c u b ie r to  d e  g a s a  y p ro te g id o  p o r  fu e ra  con una- 
d o b le  c a p a  d e  pape l f u e r te .  La ta p a  m e ta lic a  ro s c a d a  d e  la  b o ca  de 
c a r g a  s e  e s t e r i l i z a  a p a r t é ,  e n v u e lta  en g a s a  y p a p e l.
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A con  t in u a c iô n , s e  a c o p la n  a  la  ta p a  d e l f e r m e n ta d o r  -  
lo s  a c c e s o r io s  n e c e s a r io s  p a r a  la  f e r m e n ta c iô n ,  que so n  lo s  s ig u ie n  — 
te s  ;
Un f i l t r o  s e c u n d a r io  d e  a c e r o  in o x id a b le  c a rg a d o  d e  v i -  
t r o f i l , que  v a  ro s c a d o  a  la  e n tr a d a  d e l a i r e  d e l f e r m e n ta d o r  y en p o s i -  
c iô n  v e r t i c a l .  La e n tr a d a  s u p e r io r  d e  e s t e  f i l t r o  s e  p ro té g é  r e c u b r ié n -  
d o lo  con  g a s a  y  p a p e l .  D os m a t r a c e s  u n id o s  e n t r e  s i  y  a c o p la d o s  p o r  -  
u n o s  tu b o s  d e  g o m a  a  l a  s a l id a  d e l a i r e ;  uno  d e  e l lo s  e s t é  v a c fo  y  s i r v e  
p a r a  r e t e n e r  lo s  r e b o s e s  d e  e s  p u m a  y  c a ld o  y  e l  se g u n d o  l le v a  una s o ­
lu c iô n  d e  fen o l a l  2%, o  b ien  s e  l le n a  co n  v i t r o f i l  ( f ig u r a  1 0 ) .  El e x t r e ­
m o  d e l tu b o  d e  s a l id a  d e  e s t e  se g u n d o  m a t r a z  s e  p ro te g e  ta m b ié n  con  -  
g a s a  y p a p e l .
La e n tr a d a  a  la  c a r c a s a  d e l  t e r m ô m e t r o ,  au n q u e  e s  c i e -  
g a , s e  ta p a  con  a lgodôn  p a r a  e v i t a r  q u e  r e c o j a  a g u a  d u r a n te  la  e s t e r i l i ­
z a c iô n .  L as e n tr a d a  s  d e  lo s  tu b o s  p a r a  a d ic io n e s  ta m b ié n  s e  ta  pan con 
g a s a  y  p a p e l .
El a s p e c to  d e  un f e r m e n ta d o r  p r e p a r a d o  p a r a  la  e s t e r i l i ­
z a c iô n , a u n q u e  s in  c a r g a ,  e s  e l d e  la  f ig u ra  10.
E s te r i l iz a c iô n .
El a u to c la v e  u s a d o  p a ra  la  e s t e r i l i z a c i ô n  d e  lo s  f e r m e n -
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F i g u r a  1 0
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ta d o r e s  d e  8 l i t r e s , e s  d e  s e c c io n  r e c t a n g u la r  a la r g a d o  en su  p ia n o  h o ­
r i z o n ta l .  T n te r io rm e n te  e s t é  r e v e s t ld o  d e  a c e r o  in o x id a b le .  T ien e  u n a  -  
c a p a c id a d  s u f ic ie n te  p a ra  e s t e r i l i z a r  s im u l ta n e a m e n te  6 f e r m e n ta d o r e s  
con to d o s  s u s  a c c e s o r io s .
La e s t e r i l i z a c iô n  d e  e s to s  f e r m e n ta d o r e s  r e q u i e r e  e s -  
p e c ia le s  c u id a d o s ,  p o r  v a r i a s  c i r c u n s t a n c i a s , t a i e s  c o m o  su  r e l a t i v a -  
m e n te  c o n s id e r a b le  v o lu m en  , e l e s p e s o r  d e  l a s  p a r e d e s  d e  lo s  v a s o s  
d e  v id r io  P y re x ,  y la  n a tu r a le z a  d e  lo s  m e d io s  q u e  l l e v a n ,  m u c h a s  v e -  
c e s ,  s ô l id o s  en s u s p e n s io n  queycon  e l r e p o s e  ,se  d e p o s i ta n  en e l fonde  
d e  lo s  v a s o s  fo rm a n d o  una g r u e s a  c a p a .  D eb id o  a  e s t a s  c a u s a s ,  to d a s  
e l l a s  d e s f a v o r a b le s ,  la  t r a n s m is iô n  d e l c a lo r  d e l v a p o r  d e l a u to c la v e ,  
a l c o n ju n to  d e l f e r m e n ta d o r  s e  h a c e  con  m u c h a  le n t i tu d ,  d e  fo rm a  que  
lo s  a p a r a to s  o r d in a r io s  d e  m e d id a  d e l a m b ie n te  d e l a u to c la v e ,  rn an ô —  
m é t r o  y t e r m o m e t r o ,  no in d ic a n  en  c a d a  m e m e n to  la  te m p e r a tu r a  r e a l  
c o n se g u id a  en  e l m e d io -  U n ic a m e n te  lo  h a c e n  d e s p u é s  d e  h a b e r s e  lle g a  
do  a  un e q u il ib r io  to ta l  en e l s i s t e m a ,  lo  c u a l  r e q u i e r e  un tie m p o  c o n s i ­
d e r a b l e .
P a ra  o b v ia r  e s t e  in c o n v e n ie n te , e l a u to c la v e  l l e v a , a d e -  
m a s  de  su  in s tru m e n ta c io n  c o r r i e n t e ,  un te r m o m e tr o  r e g i s t r a d o r  d e  -  
le c tu r a  d i r e c te  d e  la  t e m p e r a tu r a  d e l i n t e r i o r  d e  lo s  f e r m e n ta d o r e s  d u ­
r a n te  la  e s t e r i l i z a c i ô n ,  m e d ia n te  u n o s b u lb o s  d e  fo rm a  a d e c u a d a  q u e  se
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in tro d u c e n  p o r  la  b o ca  d e  c a r g a  h a s ta  e l s e n o  d e l m ed io  d e  c u l t iv o , 
e q u ip ad o s  con  s  en d o s p a r e s  t e r m o e l e c t r i c o s , y p ro lo n g ed  os con co n d u c- 
to r e s  a is la d o s  q u e  a t r a v ie s a n  la  p a re d  d e l a u to c la v e  y lleg an  h a s ta  e l -  
a p a r a to  d e  le c tu r a  y r e g i s t r e .  L as le c tu r a s  d e  e s t e  te r m o m e tro  son  l a s  
que  re g u la n  la  m a rc h a  y lo s  t ie m p o s  d e  la  e s t e r i l i z a c i ô n .
El c u r s o  d e  e s ta  d e b e  s e r  in ic ia lm e n te  m uy le n to  h a s ta  
l l e g a r  a  una te m p e r a tu r a  d e  8 5 9 , p a r a  e v i t a r  d ila ta c io n e s  b r u s c a s  d e l 
v id r io  d e  lo s  v a s o s  que  puedan  d a r  lu g a r  a r o t u r a s .  U na v ez  a lc a n z a -  
dos lo s  859C - s e  a c e l e r a  e l p ro c e s o  p a ra  l l e g a r  rà p id a m e n te  a  la  te m ­
p e r a tu r a  d e  e s te r i l iz a c iô n  q u e  e s  d e  1219 C . ,  m a n te n ié n d o la  d u ra n te  -  
20 -  30 m in u te s ,  seg u n  lo s  m e d io s ,  y p ro c e d ie n d o  d e s p u é s  a l e n f r ia —  
m ie n to , que s e  h a c e  ta m b ié n  con  le n t i tu d  a  p a r t i r  d e  lo s  859 C . , p a r a  
e v i t a r  la  r o tu r a  d e l m a t e r i a l .
En c o n ju n to , la  c a le fa c c iô n  y  e n f r ia m ie n to  d eben  h a c e r ­
s e  con  la  m a y o r  p a u sa  p o s ib le ,  cu a n d o  la  te m p e r a tu r a  s e a  m eno r d e  
859C y r à p id a m e n te  cu an d o  s e a  m a y o r , ya que  la  c a le fa c c iô n  p ro lo n — 
gad a  p o r  e n c im a  d e  e s t e  l im i te ,  d is m in u y e  la  p o te n c ia lid a d  p ro d u c tiv a  
d e  lo s  m e d io s  d e  c u lt iv o .
N o rm a lm e n te , p a r a  e s t e r i l i z a r  d u ra n te  2 0 -3 0  m in u te s  
un g ru p o  d e  fe r m e n ta d o re s  a  1219 C le id o s  en e l t e r m o m e tro  d i r e c to  -  
de l c a ld o ,  lo s  a p a ra to s  d e  m ed id a  c o r r i e n t e s  de l a u to c la v e  lle g a n  a  la
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t e m p e r a t u r a  d e  1309 C . y  la  m a n tie n e n  d u r a n te  3 0 -4 5  m in u te s ,  con  un 
p é r io d e  p re v io  d e  o t r o s  30 m in u to s  d e  c a le n ta m ie n to -
3 . 2 . 3 .  F e rm e n ta c io n
P u e s ta  en  m a r c h a  y  s i e m b r a .
L os f e r m e n ta d o r e s  d e  8 l i t r e s , p r e p a r a d o s  y e s t e r i l i -  
z a d o s ,  s e  c o lo c a n  en  lo s  b a n o s  te r m o s tâ t i c o s  y ,  u n a  v e z  f i jo s  en  e l l o s , 
s e  p ro c é d é  a  e s t a b l e c e r  l a s  c o n e x io n e s  n e c e s a r i a s  p a r a  la  a g ita c iO n , y 
e n tr a d a  y  s a l id a  d e l a i r e .
La e n tr a d a  d e l a i r e  s e  h a c e  co n  té c n ic a  e s t é r i l  y m e d ia n ­
te  un tu b o  d e  g o m a  q u e  e n la z a  un o  d e  lo s  te r m in a le s  d e  la  in s ta la c iô n  -  
d e  a i r e  e s t é r i l  con e l p ic o  s u p e r io r  d e l f i l t r o  s e c u n d a r io  c a rg a d o  con  -  
v i t r o f i l , q u e  va ro s c a d o  a  la  tap a  d e l f e r m e n ta d o r .  La s a l id a  e n la z a  
ta m b ié n  con  tu b o  d e  g o m a , a l  e x tr e m o  d e l tu b o  d e  e n tr a d a  d e  un r o t â -  
m e t r o  d e s t in a d o  a  m e d i r  e l c a u d a l d e  a i r e  q u e  p a s  a a  t r a v è s  d e l m e d io  
d u r a n te  la  f e r m e n ta c io n .  T odos e s to s  d e ta l le s  pu ed en  o b s e r v a r s e  en la  
f ig u ra  6 ,  q u e  re p r o d u c e  una u n id ad  s e m ip i lo to  con  s u s  s e i s  f e r m e n ta — 
d o r e s  t r a b a ja n d o  en  u n a  f e r m e n ta c io n .
Una v e z  r e a l i z a d a s  e s t a s  c o n e x io n e s ,  s e  p ro c é d é  a la  
s i e m b r a ,  la  c u a l s e  e je c u ta  d e  la  fo rm a  q u e  s ig u e :
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S e p r é p a r a  e l m a t r a z  d e  in o c u lo  v é g é ta t iv e ,  q u ità n d o le  
la  p ro te c c iô n  que  c u b re  la  c am  pana d e  in o c u la c io n . E sta  c a m p a n a  d e b e  
m a n te n e r s e  ju n to  a  la  l l a m a  d e  un m e c h e ro  d e  g a s ,  m ie n tr a s  s e  s é p a ­
r a  e l p ap e l q u e  p ro te g e  la  tap a  d e  la  b o ca  d e  in o c u la c io n  d e l f e r m e n ta ­
d o r  y s e  r e t i r a  r à p id a m e n te  e l tapôn  d e  algodôn  co l oc ado  p a r a  la  e s t e ­
r i l i z a c iô n  . En c o n d ic io n e s  e s t é r i l e s  y f la m e a n d o  con  e l m e c h e ro  d e  -  
g a s ,  s e  a c o p la  la  c a m p a n a  a  la  b o ca  d e l f e r m e n ta d o r  y s e  p ro c é d é  a  la  
d e s c a r g a  d e  p a r t e  o  d e l to d o  d e l c o n te n id o  d e  la  u n id ad  d e  in o c u le ,  s e ­
gun q u e  e s t a  ha  y a  d e  s e r v i r  p a r a  s e m b r a r  uno  o v a r i e s  f e r m e n ta d o r e s ,  
( f ig u ra  1 1 ) .
Con la s  m is m a s  p re c a u c io n e s  q u e  a n te s  s e  p ro te g e  c o n ­
t r a  u n a  p o s ib le  c o n ta m in a c iô n  e l r e s t e  d e  in o c u lo  q u e  qu ed a  en  e l m a —  
t r a z , p a r a  h a c e r  co n  é l una  p ru e b a  d e  e s t e r i l id a d  d e  la  u n id ad  d e s p u é s  
d e  la  s i e m b r a .
A c o n tin u a c iô n , s e  ponen en m a rc h a  in m e d ia ta m e n te  la  
a g ita c iô n  y  la  a i r e a c i ô n , en  l a s  c o n d ic io n e s  d e  v e lo c id a d  y f lu jo  e s t a —  
b le c id a s  p a ra  la  f e rm e n ta c io n  c o r r e s p o n d ie n te .
I ne ubac  io n .
La fe rm e n ta c io n  s e  m a n tie n e  r e g u la rm e n te  d u r a n te  v a ­
r i e s  d fa s  c o n s é c u t iv e s ,  en la s  c o n d ic io n e s  e s t a b le c i d a s .
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La a g ita c iô n  s e  r é g u la  a  la  v e lo c id a d  d e s e a d a  y s e  co n ­
tin u a  d u ra n te  to d o  e l p r o c e s o .  El a i r e  e s t é r i l  s e  p a sa  a l  f lu jo  n a r c a d o ,  
ta m b ié n  d u ra n te  toda  la  f e r m e n ta c iô n .
A in te rv a l  o s  r e g u l a r e s , d e  12-24 h o r a s , s e  ob tien en  e s -  
té r i lm e n te  m u e s t r a s  d e l c a ld o  f e r m e n ta n te ,  segün  la  té c n ic a  q u e  s e  d e s ­
c r ib e  d e s p u é s .  S o b re  e s t a s  m u e s t r a s  s e  h a c e n  la s  d e te r m in a c io n e s  -  
p r é c i s a s  p a r a  s e g u i r  e l c u r s o  d e  la  fe rm e n ta c io n  , pH , co n su m o  de  azû  
c a r e s ,  e s t e r i l id a d  y p ro d u c t iv id a d .
Tom a d e  m u e s t r a s
L as m u e s t r a s  d e  f e rm e n ta c iô n  a que s e  r e f i e r e  e l a  p a r  
tad o  a n te r io r  s e  to m an  con  té c n ic a  e s t é r i l  en  la  fo rm a  q u e  a  c o n tin u a ­
c iôn  s e  d e s c r i b e -
Se u ti l iz a n  tubos d e  22 x 175 m m . con u n a  tu b u la d o ra  
l a t e r a l ,  im p la n ta d a  a  unos 4 c m .  d e  la  b o c a , que  s e  d i r ig e  h a c ia  a b a -  
jo  fo rm a n d o  con  e l e je  d e l tubo  un ân g u lo  d e  7 0 9 , y que a  3 ,5  c m . d e l 
o r ig e n  s e  a c o d a  h a c ia  a r r i b a  en ân g u lo  o b tu so  p ro lo n g à n d o se  un p a r  d e  
c e n t im e t r e s  m à s , ( f ig u ra  1 2 ) .
En e s ta  tu b u la d o ra  s e  a d a p ta  una ex ten s io n  d e  tubo  de 
go m a q u e  s e  p ro lo n g a  unos 4 c m . m â s  a l lé  de  su  e x tr e m o , la  c u a l s e  
p r é p a r a  p a ra  la  e s te r i l iz a c iô n  c u b r iè n d o la  con un tubo d e  v id r io  d e  -
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d iâ m e tr o  a d e c u a d o . En la  b o c a  d e l tu b o  s e  a d a p ta  un tapôn  d e  g o m a  -  
p e r f o ra d o ,  p o r  e l q u e  p a sa  un tubo  c o r to  q u e , h a c ia  e l e x te r io r ,  s e  -  
p ro lo n g a  en  u n a  d ila ta c iô n  l le n a  d e  a lgodôn  o d e  g a s a , que  s i r v e  co m o  
f i l t r o  e s t é r i l .  El co n ju n to  d e b id a m e n te  p r e p a r a d o ,  s e  e s t e r i l i z a  en a u ­
to c la v e ,  a  121QC y 1 k g . d u ra n te  30 m in u to s .
La s a l id a  d e  la  tu b e r ia  to m a m u e s tr a s  d e l f e r m e n ta d o r , 
e s té  r e g u la r m e n te  em b u tid a  en un tap ô n  d e  gom a e s t é r i l , co m o  s e  p u e -  
de  a p r e c i a r  en la  ( f ig u ra  1 1 ) .  P a ra  to m a r  una  m u e s t r a ,  s e  qu i ta  e s t e  
tapôn  y ,  d e s p u é s  d e  f la m e a r  la  s a l id a  d e  la  t u b e r i a , s e  a c o p la  a  la  
m ism a  e l  tu b o  d e  g o m a d e  la  tu b u la d o ra  la t e r a l  d e l d is p o s i t iv e  d e s c r i -  
to  en e l a p a r ta d o  a n t e r io r .  In m e d ia ta  m en t e ,  la  e x tr e m id a d  d e l f i l t r o  de  
e s te  d is p o s i t iv o  s e  a c o p la  a  o t r o  tubo  d e  g o m a , un ido  a l s e r v ic io  g e n e — 
r a l  d e  v a c io ,  con  lo  que  el c a ld o  d e l f e rm e n ta d o r  e s  a s p i r a d o  a l tu b o  -  
to m a m u e s t r a s .  Se in te r ru m p e  e l v a c io  y s e  s é p a r a  e l tubo  d e  g o m a , del 
f e r m e n ta d o r .  Se re p o n e  in m e d ia ta m e n te  e l tapôn  a  la  s a l id a  d e  la  tu b e ­
r i a ,  p re v io  f la m e a d o  d e  e s ta  y d e  la v a r  a quel con una so lu c iô n  a l 5% d e  
é c id o  fé n ic o .
A d ic io n e s  d u ra n te  la  fe rm e n ta c iô n . E sp u m a .
En e l c u r s o  d e  la  f e rm e n ta c iô n  in t e r e s a ,  a  v e c e s ,  a g r e -  
g a r  d e  una fo rm a  c o n tin u a , o d is c o n tin u a , d e te rm in a d a s  s u s ta n c ia s ,  
que u n a s  v e c e s  tien  en  e l c a r â c t e r  d e  n u t r i e n t e s , o t r a s  la  de  r e g u la r  y
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m a n te n e r  e l pH en l im i te s  c o n v e n ie n te s , e t c . ,  e t c .
A d e m a s ,  d e  fo rm a  r e g u l a r ,  e s  n e c e s a r io  a n a d i r  s u s ­
ta n c ia s  a n t i e s p u m a n te s , p u e s to  q u e  e s  n o rm a l  q u e  la  fe r m e n ta c io n  -  
g e n e r e  e s p u m a  con  lo  q u e  s e  p ro d u c e  p é rd id a  d e  c a ld o  y  r i e s g o  d e  -  
c o n ta m in a c io n e s . En p r e v i s io n ,  la  ta p a  d e l f e r m e n ta d o r  t ie n e  d o s  ti^  
b o s  s o b r e  lo s  q u e  s e  p u eden  a c o p la r  p ip e ta s  e s p e c i a le s  d e  ta m a n o  v a ­
r i a b l e ,  c o n te n ie n d o  lo s  a n t ie s p u m a n te s  p r e v ia m e n te  e s t e r i l i z a d o s . La 
co n e x iô n  s e  e s t a b le c e  con  un tu b o  d e  g o m a  q u e  l le v a  u n a  p in z a  d e  p r e -  
s i ô n . A c tu an d o  s o b r e  e s t a ,  s e  h a c e  p a s a r  a l f e r m e n ta d o r  la  s u s ta n c ia  
d e s e a d a .
En la  h o ja  r e g i s t r e  d e  f e r m e n ta c io n e s  s e  c o n s ig n a n  to ­
d a s  l a s  a d ic io n e s  e f e c tu a d a s  y e l  t ie m p o  en  q u e  s e  h ic i e r o n .  T ie n e  im_ 
p o r ta n c ia  e s t e  r e g i s t r e  y a  q u e , p o r  e je m p lo ,  a lg u n o s  a n t ie s p u m a n te s  
tie n e n  a c c iô n  to x ic a  s o b r e  e l m ic r o o r g a n is m o  s i  s e  s o b r e p a s a n  c i e r -  
to s  l im i te s  y pu ed en  a f e c t a r  y p e r ju d ic a r  p o r  e s t a  c a u s a  e l p r o c e s o  d e  
f e r m e n ta c iô n .
En o c a s io n e s ,  lo s  d o s  tu b o s  d e  a d ic io n e s  s e  a c o p la n  -  
p a r a  e l s e r v ic io  d e  d o s  a n t ie s p u m a n te s  d i f e r e n t e s , cu y o  u s e  s e  a l t e r ­
n a  d u ra n te  e l c u r s o  d e  la  f e r m e n ta c iô n .
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3 .3 .  P la n ta  P ilo to
A m e d id a  q u e  e l  t r a b a jo  s e  ib a  d e f in ie n d o , fué  n e c e s a ­
r i o  s e g u i r  su  d e s a r r o l l o  en  m a y o r  e s c a l a ,  p a r a  p o d e r  o b te n e r  una  c a n -  
tid a d  d e  s u s ta n c ia  c ru d a  s u f ic ie n te  que c u b r i e s e  lo s  s ig u ie n te s  o b je t i  — 
v o s : p u r i f ic a r  e l  p ro d u c  to  o b te n id o  y p r o s e g u i r  lo s  e s tu d io s  s o b r e  e s  -  
to s ,  q u e  p e r m i t i e r a n  d e te r m in e r  la  a c tiv id a d  y  p o s ib il id a d  d e  u s o .
P o r ta n to ,  p a r a  o b te n e r  m a y o r  c a n tid a d  d e  p ro d u c  to ,  s e  
p a so  a  la  P lan ta  P i lo to  e n  la  q u e , a p ro v e c h a n d o  to d o s  lo s  c o n o c im ie n  -  
to s  lo g ra d o s  en  e l  a n te r io r  t r a b a jo  d e  la b o r a to r io  y P lan ta  S e m ip ilo to  s e  
pudo r e p e t i r  e l  p ro c e s o  ya  e s ta b le c id o ,  en  u n a  e s c a la  m a s  d e  un  c e n te  -  
n a r  d e  v e c e s  m a y o r ,  g r a c i a s  a s u s  eq u ip o s  d e  f e r m e n ta c iô n ,  y e x tr a c  -  
c iô n .
La P lan ta  P ilo to  im ita  en  to d o , a  una p la n ta  in d u s tr ia l  -  
d e  p ro d u c e iôn p o r  f e r m e n ta c iô n ,  s e  d if e r e n c ia  fu n d a m e n ta lm e n te  en  e l 
ta m a n o , y e n  q u e  no  e s t a  r ig id a m e n te  a d a p ta d a  p a r a  t r a b a j a r  seg û n  un  
û n ic o  p ro c e s o  p r e e s ta b l e c id o , s in o  que  t ie n e  f le x ib i l id a d  s u f ic ie n te  p a ­
r a  v a r i a r  la s  c o n d ic io n e s  d e  t r a b a jo ;  s i r v e  p o r  e llo  ta m b ié n  d e  p ie d ra
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d e  to q u e  e x p e r im e n ta l ,  p a r a  f i j a r  en  d e f in i t iv a ,  la s  m a jo re s  p a u ta s  p a ­
r a  la  fa b r ic a c iô n  en  e s c a la  i n d u s t r i a l .  D e e s ta  f o r m a ,  e s ta  P la n ta  o c u -  
pa  u n a  p o s ic iô n  in t e r m e d ia ,  s i r v ie n d o  p o r  u n a  p a r t e ,  p a r a  c o m p le ta r  -  
lo s  t r a b a jo s ,  y  p o r  o t r a  p a r a  in i c ia r  lo s  t r a b a jo s  d e  p ro d u c e  ion  in d u s ­
t r i a l ,  a s f  c o m o  p a r a  r e f in a r  l a s  té c n ic a s  y r e n d im ie n to s  d e  p ro d u c c iô n .
La P la n ta  P ilo to  p u e d e  d é f in i r  s e  co m o  u n a  f â b r ic a  "en  p e -  
q u en o "  y  r e q u i e r e ,  p o r  ta n to ,  una  in s ta la c iô n  en l o c a l e s  a d e c u a d o s , -  
con  to d o s  lo s  s e r v ic io s  d e  l a s  f é b r ic a s  p ro p ia m e n te  d i c h a s . El d e p a r ta  
m e n to  d e  f e r m e n ta c io n  y e l d e  e x t r a c c io n ,  fo rm a n  una  so la  e n tid a d  fu n -  
c io n a l . L os t r a b a jo s  q u e  s e  r e a l i z a n  en  la  P lan ta  P ilo to  tie n e n  y a  un m a -  
t i z  i n d u s t r i a l ,  b ien  d is t in to  d e  lo s  t r a b a jo s  d e  la b o r a to r io .  P o r e l l o ,  la  
in s ta l a c iô n ,  en  su  c o n ju n to , e s t a  p r o v i s ta  d e  lo s  s e r v ic io s  n e c e s a r io s  
y de  lo s  e le m e n to s  r e l a t i v e s  a l a  s e g u r id a d  e  h ig ie n e  d e l t r a b a jo ,  t a —- 
le s  c o m o  un e q u ip o  d e  v e n ti la c iô n  y re n o v a c io n  d e l a m b ie n te  p a r a  p r e -  
V n i r  la  fo rm a c iô n  d e  a tm ô s f e r a s  n o c iv a s  o p e l i g r o s a s .
3 . 3 . 1 .  F e rm e n ta d o r e s
E n tre  lo s  d i f e r e n t e s  a p a r a to s  d e  q u e  s e  co m p o n e  e l 
eq u ip o  d e  f e r m e n ta c iô n  d e  la  P la n ta  P i lo to ,  lo s  njiés im p o r ta n te s  son  - 
lo s  f e r m e n ta d o r e s ,  p o r  que  en e l lo s  s e  r e a l i z a  la  o p e ra c iô n  fu n d am en ­
ta l d e l p r o c e s o .
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Los f e r m e n ta d o re s  in s ta la d o s  son lo s  s ig u ie n te s ,  ( f i ­
g u ra s  13 , 14 y 15 ) .
Un f e rm e n ta d o r  d e  80 l .  d e  c a p a c id a d , c o n s tru id o
con ch a p a  d e  a c e r o  c a rb o n o .
Un fe r m e n ta d o r  d e  150 1- d e  a c e r o  c a rb o n o .
D os fe r m e n ta d o re s  d e  200 1. d e  a c e r o  in o x id a b le .
D os f e r m e n ta d o re s  d e  950 l .  d e  a c e r o  c a rb o n o .
D os f e r m e n ta d o re s  d e  950 1. d e  a c e ro  in o x id a b le .
A unque d e  d i f e r e n te s  d im e n s io n e s ,  to d o s lo s  f e r m e n ­
ta d o r e s  son  a n é lo g o s . A co n tin u a c iô n  s e  d e s c r ib e  uno d e  lo s  f e r m e n ta ­
d o re s  d e  950 l i t r o s .
T écn ica  d e  la  fe rm e n ta c iô n  en P lan ta  P ilo to .
L im p ie z a .
A n te s  d e  p o n e r  en fu n c io n a m ie n to  un f e r m e n ta d o r ,  hay  - 
que  p ro c é d e r  a  su  l im p ie z a  m în u c io s a . E sta  o p e ra c iô n  s i r v e  p a ra  c o m ­
p le ta r  la  l im p ie z a ,  q u e  h ab itu a i m en te  s e  h a c e  una v e z  c o se c h a d o  e l  caü- 
do  fe rm e n ta d o  d e  la  f e rm e n ta c iô n  a n t e r i o r .
La lim p ie z a  c o m p re n d e  ta n to  e l i n t e r i o r ,  co m o  e l e x te ­
r i o r  d e l ta n q u e , la s  tu b e r ia s  a f e r e n te s  y e f e r e n t e s , lo s  a p a ra to s  d e
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m ed id a  y c o n tro l  - y deb e  e l im in a r  to d a s  la s  m a te r ia s  y r e s t o s  d e  f e r -  
m e n ta c io n e s  a n t e r io r e s .
La lim p ie z a  i n t e r io r  d e l ta n q u e  s e  h a c e  p o r  la  b o ca  d e  
c a rg a  con e s c o b i l la s  m e té l ic a s  fro ta n d o  b ien  la s  p a re d e s  y fo n d o , y -  
e lim in a n d o  lo s  d e s p e r d ic io s  con  e l c h o r r o  d e  una m a n q u e r a ,  que  s e  -  
év acu a  p o r  e l d e sa g ü e  in f e r io r .
D e sp u é s  d e  e s t a  l im p ie z a  m e c â n ic a , s e  h a c e  un la v a d o  
con una  so lu c iô n  d ilu id a  d e  s  o s a  c a û s t i c a , co n  la  que  s e  l le n a  e l ta n q u e  
h a s ta  su  m ita d  y  s e  àyuda  p o n ien d o  en  m a r c h a  el a g i t a d o r .  F inal m e n te , 
s e  v a c ia  e l ta n q u e  p o r  su  d e s a g ü e  y ,co n  e s te  a b ie r to i s e  h a c e  un u lt im o  
lav ad o  con m a n g u e r a ,  p a ra  a r r a s t r a r  y e l im in a r  lo s  r e s to s  d e  la  s o lu ­
c iô n  d e  s o s a .
Corn o ro b a c  iôn  y r e p a s o  m e c â n ic o .
U na v e z  lim p io  e l f e r m e n ta d o r  s e  p ro c é d é  a  la  c o m p r o -  
bac iô n  y r e p a s o  m e c â n ic o  d e l fu n c io n a m ie n to  d e  to d o s  s u s  s e r v ic io s  
co m p re n d ie n d o  lo s  d e  a g u a , v a p o r ,  s u m in is t r o  de  a i r e  e s t é r i l  y a p a r a ­
to s  d e  m ed id a  y c o n tr o l .
C a r g a .
En el f e r m e n ta d o r ,  lim p io  y en  c o n d ic io n e s  d e  p e r f e c -
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to  f tm c io n a m ie n to , s e  p ro c é d é  a  p r é p a r e r  e l m e d io  d e  c u l t iv o  a d e c u a -  
do  p a ra  la  f e r m e n ta c io n  c o r r e s p o n d ie n t e .
P r im e r a m e n te  s e  p o n e  co n  la  m a n g u e ra  una  c a n tid a d  
d e  a g u a  s u f ic ie n te  p a r a  c u b r i r  e l r o d e te  d e l a g i t a d o r ,  en  cu y o  m e m e n ­
to  s e  pone  en  m a r c h a  e s t e .  A c o n tin u a c iô n  y en  rè g im e n  d e  a g i t a c iô n ,  
s e  a g re g a n  s o b r e  e l  a g u a , p o r  la  b o c a  d e  c a r g a ,  l a s  s u s ta n c ia s  s ô l i -  
d a s  d e l m e d io  en  c a n tid a d e s  p r e v ia m e n te  p e s a d a s .  D e s p u é s  s e  c o m p lé ­
ta  con a g u a  h a s ta  la  s e n a l d e  a fo r o  d e l v o lù m e n  p r e v i s to ,  s e  a ju s ta  e l 
pH a l v a lo r  c o n v e n id o , con  s o s a  o â c id o  s u l f ù r i c o ,  c o m o  en lo s  f e r — 
m e n ta d o re s  d e  8 l i t r o s  y s e  c i e r r a  y a s e g u r a  la  ta p a  d e  la  b o ca  d e  c a r -  
g a .
E s te r i l iz a c iô n .
La c a r g a  s e  e s t e r i l i z a  con  v a p o r  a  p re s iô n  q u e  l le g a  a l  
f e r m e n ta d o r  p o r  la  co n d u ce  iôn d e  e n t r a d a  d e l a i r e , a  t r a v é s  d e l f i l t r o  
s e c u n d a r io  c o r r e s p o n d ie n t e .  F o r  la  s a l id a  d e l a i r e ,  s e  p u rg a  e l d e l -  
f e r m e n ta d o r  m ie n t r a s  e n t r a  e l v a p o r ,  h a s ta  q u e  s a l e  un c h o r r o  d e  va­
p o r  p u r o .  Se c i e r r a  e n to n c e s  la  v é lv u la  d e  s a l id a  y s e  c o n tin u a  el p a so
2
d e  v a p o r  h a s ta  q u e  el m a n ô m e tro  m a rc a  1 k g . p o r  cm  , y la  t e m p e r a ­
tu r a  en lo s  t e r m ô m e t r o s  e s  d e  121PC . A p a r t i r  d e  e s t e  m o m e n to  c u e n -  
ta  el p e rfo d o  d e  e s t e r i l i z a c iô n  d e  15 m in u to s  , q u e  e s  e l o r d in a r la m e n ­
te  u t i l iz a d o .  D e sp u é s  s e  in te r r u m p e  e l a c c e s o  d e  v a p o r  y s e  c o m ie n z a
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a  p a s a r  a g u a  f r f a  d e  la  co n d u ce  io n , p o r  la  c a m is a  d e l f e r m e n ta d o r ,  p a ­
s o  que  s e  m a n tie n e  h a s ta  que  la  te m p e r a tu r a  b a ja  a 2 Q 9 C .
3 .3 . 2 .  F e rm e n ta c io n
L as o p e ra c io n e s  d e  in o c u la c iô n  o s i e m b r a  en  la  P lan ta  
P ilo to , son  d e  d o s  t i p o s ,  seg û n  s e  t r a t e  d e  un f e r m e n ta d o r  p e q u e h o , 
q u e  s e  in o c u la  con una  u n id ad  d e  in o c u lo  p r e p a r a d a  en e l la b o r a to r io ,  
o d e  un fe r m e n ta d o r  g ra n d e  d e  p ro d u c c iô n , q u e  s e  in o c u la  con  uno  p e ­
q ueho  d e  s i e m b r a .
En e l p r im e r  c a s o ,  o s e a  cu an d o  s e  t r a t a  d e  un f e r m e n ­
ta d o r  d e  s i e m b r a ,  la  in o c u la c io n  s e  h a c e  una v e z  que  e l m ed io  s e  h a  en 
f r ia d o  a  289C , m a n e ja n d o  la  u n id ad  d e  in o cu lo  d e l l a b o r a to r io ,  en una 
o p e ra c iô n  s e m e ja n te  a  la  d e s c r i t a  p a r a  la  in o c u la c iô n  d e  lo s  f e r m e n ­
ta d o r e s  d e  8 l i t r o s .  Los f e r m e n ta d o r e s  g ra n d e s  d e  p ro d u c c iô n , s e  in o -  
cu lan  u n a  v e z  q u e  su  c a rg a  e s ta  e s t é r i l  y e n f r ia d a  a  289 C . ,  con  la  p r ^  
c e d e n te  d e  un fe r m e n ta d o r  d e  s i e m b r a , a  la s  24 h o ra s  d e  su  in c u b a — 
ciôn  y d e s p u é s  d e  ha b e r  c o m p ro b a d o  s u s  c o n d ic io n e s  d e  c r e c im ie n to ,  
e s t e r i l id a d ,  pH y c o n te n id o  en a z û c a r .
El p a s e  o t r a n s f e r e n c ia  d e l in ô cu lo  c o n te n id o  en un f e r ­
m e n ta d o r  d e  s i e m b r a ,  a  uno o v a r io s  f e r m e n ta d o re s  d e  p ro d u c c iô n , se  
h a c e  m e d ia n te  p re s iô n  de  a i r e  e s t é r i l , a  t r a v é s  d e  la  r e d  d e  tu b e r ia s  -
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d e  in ô c u lo , m a n e ja n d o  c o n v e n ie n te m e n te  la s  v â lv u l a s , p a r a  g o b e r n a r  
la  d i r e c c iô n  d e l c a ld o ,  y la  c a n tid a d  f i ja d a  d e  s i e m b r a  p a r a  c a d a  u n i ­
d ad  d e  p r o d u c c iô n .
In cu b ac iô n
U na v e z  e fe c tu a d a  la  s i e m b r a ,  c o m ie n z a  e l p r o c e s o  d e  
fe r m e n ta c iô n  p ro p ia m e n te  d ic h o ,  ta n to  s e  t r a t e  d e  f e r m e n ta d o r e s  d e  -  
s i e m b r a  c o m o  d e  p ro d u c c iô n .
La te m p e r a tu r a  d e l p r o c e s o  d e b e  p e r m a n e c e r  c o n s ta n ­
te  con  un e r r o r  d e  -  0 ,5 9 C  , en to d o s  lo s  f e r m e n ta d o r e s .  El m a n te n i-  
m ie n to  s e  h a c e  m e c â n ic a  y  a u to m â tic a m e n te  y s e  r é g u la  m e d ia n te  e l  
p a s e  d e  a g u a  f r i a  d e  la  co n d u ce  iôn  p o r  la  c a m is a  d e l ta n q u e .  La t e m ­
p e r a tu r a  d e l  p r o c e s o  q u ed a  r e g i s t r a d a  g râ f ic a m e n te  en  e l t e l e t e r m ô -  
m e t r o  y s e  co rn  p ru e b a  c o n tfn u a m e n te  d u ra n te  e l p r o c e s o .
La a g ita c iô n  s u m in i s t r a d a  p o r  e l r o d e te  v a r i a  se g û n  la  
v e lo c id a d  d e  e s t e .  G e n e ra l  m e n te  lo s  f e r m e n ta d o r e s  p eq u efio s  d e  s i e m ­
b ra  t r a b a ja n  a  180-200  r . p . m . ,  m ie n t r a s  que  lo s  g r a n d e s  d e  p ro d u c  — 
c iô n  lo  h a c e n  a  120-160  r . p . m .  La a i r e a c iô n  s e  lle v a  a c a b o  con a i r e  
e s t é r i l , q u e  a t r a v é s  d e l c o r r e s p o n d ie n te  f i l t r o  s e c u n d a r io  p a s a  a  c a d a  
f e r m e n t a d o r .
El f lu jo  d e l a i r e  s e  r é g u la  ta m b ié n  m a n u a lm e n te  con  la
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v â lv u la  d e  s a l id a  in s ta la d a  p re v ia m e n te  a l r o tâ m e t r o  q u e  c o n tfn u a m e n ­
te  m id e  e l c a u d a l . Segün e l f e r m e n t a d o r , va r  fan e l f lu jo , e l v o lum en  -  
d e  la  c a r g a  y la s  c o n d ic io n e s  p r e v ia m e n te  f i ja d a s  p a ra  c a d a  f e r m e n ta ­
c iô n .  En lo s  f e rm e n ta d o re s  d e  s i e m b r a  o s c i la  e n t r e  30 y 60 l i t r o s  p o r 
m in u to , p a ra  v o lü m e n e s  d e  c a ld o  que  flu c tu an  e n tr e  75 y 125 l i t r o s .
En lo s  f e r m e n ta d o r e s  g r a n d e s  e l c a u d a l d e  a i r e  s u m in is tr a d o  v a r i a  e n ­
t r e  100 y  400 l i t r o s  p o r  m in u to . P a ra  v o lü m e n e s  d e  c a ld o  d e  300 -  600 
l i t r o s .
T om a d e  m u e s t r a s
D u ra n te  toda  la  fe rm e n ta c iô n  ta n to  s e  t r a t e  d e  f e r m e n ­
ta d o r e s  d e  s i e m b r a  c o m o  d e  p ro d u c c iô n ,  s e  tom an  m u e s t r a s  d e l c a ld o  
fe r m e n ta n te  a in te rv a lo s  f i jo s  d e  6 h o r a s .
T odos lo s  f e r m e n ta d o r e s  tien en  un d is p o s it iv o  to m a —  
m u e s t r a s ,  c o n s i s te n te  en un tu b o  q u e  s a l e  de l fe rm e n ta d o r  y q u e  a l e x ­
t e r i o r  r e m a ta  en  una c a z o le ta  in v e r t id a  p ro v is ta  d e  un s e l lo  d e  v a p o r , 
y h a b itu a lm e n te  c e r r a d a  con un ta p a  h e r m é t i c a ,  a ju s ta d a  a  p r e s iô n  con  
una  p a lo m i l ia . A n te s  d e  la  c a z o le ta ,  e s t é  in s ta la d a  una v a lv u la  q u e  -  
s i r v e  p a ra  c e r r a r  o d a r  s a l id a  a l c a ld o .
Se u ti liz a n  f r a s c o s  d e  v id r io  r e s i s t e n te  al c a lo r ,  boca  
a n ch a  y unos 500 m l .  d e  c a p a c id a d . Los f r a s c o s  s e  ta pan con a lgodôn
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y d o b le  c a p a  d e  g a s a  y s e  e s t e r i l i z a n  a l c a l o r  s e c o .  D e sp u é s  s e  a d h ie -  
r e  una é t i q u e ta ,  d o n d e  s e  han  d e  r e g i s t r a r  lo s  d a to s  n e c e s a r io s  p a r a  -  
la  id e n t if ic a c io n  d e  la  m u e s t r a .
Se c i e r r a  e l  p a s o  d e l v a p o r  a l  d is p o s i t iv o  to m a m u e s t r a s ,  
d e s e n r o s c a n d o  d e s p u é s  la  p a lo m il la  d e  la  t a p a .  U na v e z  a b ie r ta  é s t a ,  
s e  a b r e  ta m b ié n  la  v a lv u la  d e  s a l id a  d e l  c a ld o ,  d e ja n d o  p e r d e r  la  p r i  -  
m e r a  p o rc io n ,  h a s ta  corn  p r o b a r  q u e  e l  c h o r r o  d e  c a ld o  s a le  a su  te m ­
p e r a t u r a  n o r m a l .  E n to n c e s , s e  a c e r c a  r à p id a m e n te  la  bo ca  d e l f r a s c o  
to m a m u e s t r a s  e s t é r i l  y s e  l le n a  a p ro x im a d a m e n te  h a s ta  su  m ita d ,  e n  -  
cu y o  m o m e n to  s e  c i e r r a  la  v â lv u la  d e  s a l i d a ,  e  in m e d ia ta m e n te  d e s  -  
p u é s  s e  ta p a  e l  f r a s c o .
A c o n tin u a c iô n  s e  c i e r r a  la  ta p a  d e l d is p o s i t iv o ,  r o s c a n -  
do  la  p a lo m il la  c o r r e s p o n d ie n te  y dan d o  d e  nuevo  p a so  a l v a p o r  a la  c a ­
z o le ta  .
S o b re  la  é t iq u e ta  d e l f r a s c o  to m a m u e s t r a s  s e  e s c r ib e n  -  
lo s  d a to s  n e c e s a r io s  p a ra  id e n tif ic a c io n  d e  la  m u e s t r a ,  la  c u a l s e  c o n ­
s e r v a  d e s p u é s  e n  la  n e v e r a ,  h a s ta  e l  m o m e n to  en  q u e  s e  p ro c é d é  a lo s  
a n â l i s i s  p e r t in e n te s .
C a r g o s  a d ic io n a le s  -  E sp u m a
Se han  re s e n a d o  la s  r a z o n e s  q u e  ju s t i f ic a n  la s  a d ic io n e s
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c o n tin u a s  o  d is c o n tin u a s  d e  d iv e r s a s  s u s ta n c ia s  d u ra n te  e l  c u r s o  d e  la  
f e r m e n ta c io n ,  a s i  c o m o  la  n e c e s id a d  d e  a g r e g a r  a n t i e s p u m a n te s .
La P la n ta  P ilo to  d is p o n e  p a ra  e s t e  ffn d e  3 ta n g u e s  a u x i-  
l i a r e s ,  ( f ig u r a  1 4 ) ,  c o n e c ta d o s  a la  r e d  d e  tu b e r ia s  d e  in o c u la c iô n  y -  
c a r g a s .  L as a d ic io n e s  s e  p u ed en  h a c e r  e s t é r i l m e n t e  e n  lo s  m o m e n to s  
q u e  co n v en g a  d u ra n te  la  f e r m e n ta c iô n ,  p o r  un  s i s te m a  p a re c id o  a l ya -  
d e s c r i to  en  la  in o c u la c iô n  d e  un f e r m e n ta d o r  d e  p ro d u c c iô n , c o n  uno d e  
s i e m b r a .
E x is te ,  a d e m à s ,u n  s i s t e m a  q u e  p e r m i t e  h a c e r  a d ic io  -  
n é s  c o n tin u a s  o s e m ic o n tm u a s , p ro v is to  d e  d is p o s i t iv o s  q u e  r e g u la n  e l 
r i tm o  y v o lu m en  d e  l a s  a d ic io n e s .
L as a d ic io n e s  d e  a n t ie s p u m a n te s  s e  h a c e n  d e s d e  u n o s  -  
p equefio s  ta n g u e s ,  de  c a p a c id a d  a d e c u a d a , q u e  e s tâ n  in s ta la d o s  s o b r e  la  
c u b ie r ta  d e l  f e r m e n ta d o r  y  c o n e c ta d o s  a  la  tu b e r ia  c o r r e s p o n d ie n te ,c o n  
una v â lv u la  d e  p a so  in t e r p u e s t a .  E s ta s  a d ic io n e s  s e  h a c e n  m u c h a s  v e c e s  
m a n u a lm e n te  s i  s e  a d v ie r te  q u e  la  e sp u m a  c r e c e  co n tin u a  m e n te  y  a m e ­
na za  co n  a lc a n z a r  la  s a l id a  d e l a i r e  d e l f e r m e n ta d o r .  O t r a s  v e c e s ,  s e  -  
r é g u la  la  a d ic iô n  e n  fo r m a  c o n tin u a  p a ra  p r é v e n i r  e s t e  p e l ig r o .
3 . 4 .  E x tra c c io n
L os e n z im a s  p r o te o l i t i c o s  s e  r e c u p e r a n  a p a r t i r  d e  un  
p r o c e s o  d e  e x t r a c c io n  d e  lo s  c a ld o s  f e r m e n ta d o s .
U na v e z  te r m in a d a  la  f e r m e n ta c io n ,  e l c a ld o  c o s e c h a d o  
s e  f i l t r a  p a ra  s e p a r a r  e l  m ic e l io ,  e l  c a ld o  f i l t r a d o  r é s u l t a n t e  s e  s o m e -  
te  a un  p r o c e s o  d e  e x t r a c c io n  q u e  s e  p u ed e  d e s a r r o l l a r  p o r  té c n ic a s  
f e r e n te s  y e n  una o v a r i a s  f a s e s ,  se g û n  c o n v e n ie n c ia  y r e n d im ie n to s .
El o b je to  d e  r e a l i z a r  e l p ro c e s o  d e  e x t r a c c io n ,  a d e m â s  
d e  c o m p r o b a r  la s  m e jo r a s  in t ro d u c id a s  e n  la  f e r m e n ta c iô n  y te n e r  con  
f i rm a c iô n  de  q u e  lo s  p ro d u c to s  o b te n id o s  a p a r t i r  d e  e s to s  c a ld o s  te  -  
n ian  m a y o r e s  a c t i v id a d e s ,  e s  e l d e  a d e c u a r  la  o b te n c iô n  d e l p ro d u c to  
e n z im a tic o  co n  l a s  m e n o r e s  p é r d id a s .
E s te  p ro d u c to  s e  p u r i f ic a  p o s t e r io r  m e n te  p a r a  c o n s e g u i r  
un nu ev o  d e r iv a d o  d e  e le v a d a  p u re z a  y  g r a n  a c tiv id a d  p r o t e o l i t i c a .
3 . 4 . 1 .  E quipo
Los v o lü m e n e s  f in a le s  d e  lo s  c a ld o s  f e rm e n ta d o s  p ro  -
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c e d e n te s  d e  P lan ta  S e m ip ilo to  e r a n  a p ro x im a d a m e n te  d e  3 l i t r o s ,  p o r  -  
lo  que  p r â c t ic a m e n te  to d a s  la s  p ru e b a  s  d e  e x tr a c c io n  con  e s to s  c a ld o s ,  
s e  h ic ie ro n  en  e l la b o r a to r io  co n  lo s  m e d io s  n o rm a le s  q u e  s e  d isp o n e n  
en  e l  m is m o .
El e q u ip o  d e  e x tr a c c io n  d e  la  P lan ta  P ilo to , ( f ig u r a s  16 y 
1 7 ) , c o n s ta  d e  lo s  e le m e n to s  n e c e s a r io s  p a r a  r e a l i z a r  to d a s  la s  ope  - 
r a c i o n e s .
La in s ta la c iô n  s e  co m p o n e  p r in c ip a l  m e n te  d e  :
D o s  f i l t r e s  p r e n s a ,  co n  p la ç a s  d e  40 x 40 c m s .  en  m a -  
t e r i a l  v i t r i f ic a d o  o en  a c e r o  in o x id a b le .
D if e r e n te s  ta n g u e s  d e  v a r i a s  c a p a c id a d e s  p a r a  la  r e c e p -  
c io n  d e l c a ld o  c o s e c h a d o , a d ic io n  d e  p r e f i l t r a n t e ,  a lm a -  
c e n a m ie n to  d e l c a ld o  f i l t r a d o ,  e t c .  E s to s  ta n g u e s  p o see ti 
a g i ta d o re s  y so n  d e  a c e r o  in o x id a b le , v i t r i f i c a d o s , e t c .
La in s ta la c iô n  d is p o n e  d e  c e n tr i f u g e s  s e m i- in d u s t r ia l e s  
W e s tfa i ia , d e  c â m a r a  o d e  p la to s ,  e n  a c e r o  in o x id a b le  
y ta n g u e s  a u x i l ia r e s  d e  d is t in to s  v o lü m e n e s  p a ra  la  p r e  
p a ra c iô n  d e  lo s  l iq u id e s  n e c e s a r io s  e n  la  e x tr a c c iô n  p o r  
d is o lv e n te s ;  ta m p o n e s , s o lu c io n e s ,  â c id o s ,  d iso lv e n  -  
t e s , e t c .
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T odo e s te  s i s te m a  d e  e x t r a c c io n  p o r  d is o lv e n te s  e s t a  s e -  
m ia u to m a tiz a d o  y d is p o n e  d e  le s  e le m e n to s  d e  c o n tr o l  s u f ic ie n te s  p a r a  
su  c o r r e c t e  fu n c io n a m ie n to : Rota m e t r o s  d e  f lu jo s  d e  l iq u id e ,  r e g i s t r a -  
d o r e s  d e  t e m p e r a t u r a s , d e  p H . ,  e t c .  e t c .
El r e s t e  d e l é q u ip é  e s ta  c e m p u e s te  d e  c e n t r i f u g e s  d e  c e s  
ta  p a r a  s e p a r a c ié n  d e l s o l id e  d e  p ro d u c to s  p r e c i p i t a d o s , c r i s t a l i z a d o  -  
r e s ,  v i t r i f ic a d o s  o  en  a c e r e  in o x id a b le , ta n g u e s  d e  p r e c ip i t a c io n  co n  -  
a g i ta c io n  v a r i a b le  y  to d e s  le s  e le m e n to s  a u x i l i a r e s  y  d e  c o n tr o l  n e c e  -  
s a r i o s  ( f ig u ra  1 7 ) .
Se d is p o n e  d e  m o l in o s , h o m o g e n e iz a d o r e s , f i l t r o s  d e  e s -  
t e r i l i z a c io n  p o r  p la ç a s  y c o lu m n a s  d e  v id r io  p a r a  la  e x t r a c c io n  d e  p r o ­
d u c to s  p o r  p a s o  y  e lu c io n  d e  r é s in a s  c a m b ia d o ra s  d e  io n e s .
3 . 4 . 2 .  M e to d o s  d e  e x tr a c c io n
C o n  l e s  p r im e r o s  c a ld o s  s e  r e a l i z a r o n  m u c h a s  p r u e b a s ,  
u n a s  s e  fu e ro n  a b an d o n an d o  p o r  su  poco  r e n d im ie n to  y o t r a s  p o r  t e n e r  
p r e v i s ib le m e n te  un g r a n  c o s te  a l e m p le a r s e  d is o lv e n te s  en  g r a n  c a n t i -  
d a d .  D e e n t r e  lo s  e n s a y o s  v a lid e s  s e  a d o p té  c o m o  p r i m e r  p r o c e s o  u ti l  
e l q u e  s e  e x p o n e  a c o n tin u a c io n  :
F i l t r a c io n  ;
Se f i l t r a  e l c a ld o  c o se c h a d o  co n  un p H .e n t r e  7 ,5  -  8 ,0 .
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E sta  o p e ra c ié n  s e  lle v a  a  c ab o  en  un eq u ip o  d e  f i l t r o s  d e  la b o r a to r io ,  -  
f i l t r e  p r e n s a  o r o t a t i v e s . En lo s  d o s  û lt im o s  c a s e s  s e  t r a b a ja  co n  p r e -  
c a p a  y d e  m odo c o n tin u o . El c a ld o  f i l t r a d o  a lim e n ta  la  seg u n d a  fa s e  d e  
e x tr a c c io n .
P r im e r a  p r e c ip i t a c io n  d e  la  p r o te a s a  c ru d e  .
C on  e l c a ld o  f i l t r a d o  y a te m p e r a tu r a s  c o m p re n d id a s  e n ­
t r e  lo s  20 y 30QC . s e  r e a l i z a  un  " s a l t in g - o u t " , p o r  a d ic io n  d e  s u lfa to s  
so d ic o  y a m o n ic o , q u e  o r ig in a n  la  p r e c ip i ta c io n  d e  la  p r o t e a s a .  E s ta  s e  
f i l t r a  V s e  r e c o g e  co m o  p ro d u c to  c ru d o  e n  e l f i l t r o  p r e n s a .
A cab ad a  la  f i l t r a c io n  s e  fu e r z a  e l  p a so  d e l f i l t r a n te ,c o n  
v a c io  o  co n  a i r e ,  p a r a  e l im in a r  l iq u id e s  m a d r é s .
D iso lu c iô n  d e  la  p r o te a s a  c ru d a  y seg u n d a  p re c ip i ta c io n :
La p r o te a s a  c ru d a  a s i  o b te n id a , s e  d is u e lv e  e n  tam p o n  d e  
fo s fa to s  p H . 8 ,5 ,  ya q u e  a  e s t e  p H . so la  m e n te  s e  d is u e lv e  la  p a r t e  a c  -  
t i v a . El ta m p o n  r i c o  a s i  f o r m a d o , s e  c la r i f ic a  p o r  nueva f i l t r a c io n  y de  
é l p o r  nuevo  " s a l t in g -o u t"  , s e  p ré c ip i ta  un  e n z im a  m a s  p u r if ic a d o  que  
s e  s é p a r a  d e  lo s  liq u id e s  m a d r é s ,  m e d ia n te  c e n tr ifu g a c iô n  o  f i l t r a c io n .
Se su s p e n d e  e l p ro d u c to  o b ten id o  en  una m e z c la  d e  a c e -  
to n a - m e ta n o l , y s e  d e s e c a  en  e s tu fa  d e  v a c io  o co n  c o r r i e n t e  d e  a i r e  -  
c a l i e n te .
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E1 p ro d u c to  s e c o ,  a u e  c o n s t i tu y e n  lo s  l la m a d o s  e n z im a  s 
p r o te o l f t ic o s  C - E - P . A . , s e  m u e le ,  t a m i z a ,  h o m o g e n iz a  y  s e  m u e s t r e a  -  
p a r a  d e te r m i n a r  s u  a c tiv id a d  e n z im a tic a  y d e m a s  e s p e c i f i c a c lo n e s .
El p ro d u c to  o b ten id o  con  e s t e  p r o c e s o  s u e le  t e n e r  a c t i -  
v id a d e s  A n so n  r e l a t i v a m e n te  b a ja s ,  y  lo s  r e n d im ie n to s  n o  b an  s u p e ra d o  
e l 40% e n  n ing iin  c a s o .
L os e n s a y o s  r e a l iz a d o s  p o s t e r io r m e n t e ,  p a r a  m e j o r a r  
la  e x t r a c c io n  s e  e n c a m in a ro n  e n  p r i m e r  lu g a r  a  l o g r a r  c a ld o s  p e r  fee  -  
ta m e n te  b ie n  f i l t r a d o s  p a r a  e l im in a r  l a s  p r o t e in a s  q u e  a r r a s t r a n  y  en  -  
segvindo lu g a r  ,c o n s e g u i r  p r o te a  s a  s  m e jo r  p r e c ip i t a d a s  q u e  p e r m i t i e r a n  
una f i l t r a c io n  r a p id a  en  lu g a r  d e  una c e n t r i f u g a c iô n .  P o r o t r a  p a r t e  s e  
in te n té  o b te n e r  una  p r o t e a s a  c ru d a  c o n  a c t iv id a d  s u f ic ie n te m e n te  a l ta  , 
que  p e r m i t i e r a  sii u t i l i z a c io n  d i r e c ta  e n  a lg u n o s  c a s o s  p o n  lo  q u e  s e  -  
a c o r t a r f a  c o n s id e r a b le m e n te  e l  p r o c e s o  d e  e x t r a c c io n .
La m o d if ic a c io n  in t ro d u c id a  p a r a  l o g r a r  e s to s  p r o p o s i -  
to s  fué  s o m e te r  lo s  c a ld o s  c o s e c h a d o s  a  una  d e fe c a c ié n  p r e v ia  m e d ia n ­
te  la  a d lc ié n  d e  una  s o lu c io n  c o n c e n tra d a  d e  c lo r u r o  c a lc ic o ,  s e g u i 
da d e  una  s o lu c ié n  d e  fo s fa to s  co n  la  que  s e  c o n s ig u ié  a s i  la  p r é c ip i ta  
c ié n  d e  fo s fa to s  d e  c a lc io  q u e  c o p re c ip i ta n  l a s  p r o te in a s  p r é s e n t e s .
E s to s  c a ld o s  a s i  t r a t a d o s  d a n  p o r  f i l t r a c ié n  u n o s  f i l t r a d o s  to ta l  m e n te  
l im p id o s  y b r i l l a n t e s .  A l c a ld o  f i l t r a d o  s e  a n a d e  d e s p u é s  s u l f a to  s é d i -
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CO a n te s  d e  p r o c é d e r  a l  p r i m e r  " s a l t in g - o u t " ,  co n  o b je to  d e  e l im in a r  - 
lo s  r e s t e s  d e  c a lc io  an ad id o  e n  la  d e fe c a c ié n .  C o n  e s t a  m o d if ic a c io n  -  
s e  o b tie n s  m e jo r  r e n d im ie n to  en  f i l t r a c ié n  y p r e c ip i ta c io n  y p ro d u c to s  
p u r  o s  d e  m a s  a c t iv id a d .
A p a r t i r  de  e s t e  p ro d u c to  c o n c e n t r a d o ,s e  p r é p a r a n  . lo s  
d e  m e n o r  c o n c e n tra c io n  p o r  d ilu e  io n  en  l a c t o s a .  En e s t e  c a s o  e l  e n z i ­
m a s e  d ilu y e  en  un  h o m o g e n e iz a d o r  p o r  m e z c la  co n  l a c t o s a ,  h a s ta  a ju s  
t a r  su  a c tiv id a d  a  1 ,0 0 0  o 2 .0 0 0  U A /m g . y s e  e n v a s a  e l  p ro d u c to .
<1?
3 . 5 .  M e d io s  d e  c u lt iv o
3 . 5 . 1 .  L a b o ra to r io  
M e d io s  d e  s i e m b r a
M ed io  Q P . ( s o l id o ,  p la ç a s  d e  p é t r i  y  f r a  sc  o s  Roux)
Pol VO d e  p e z u n a  .................. .. .................  4 0 ,0  g .
F o s fa to  b ip o tâ s ic o  ............................................  1 ,5  g .
S u lfa to  d e  m a g n e s io  ............................................ 0 ,0 5  g .
C lo r u r o  c a lc ic o    0 ,0 5  g .
S u lfa to  f e r r o s o    0 ,0 1 5  g.
S u lf a to  de  c in c    0 ,0 0 5  g .
B acto  a g a r  "D ifco "  ......................................  2 5 ,0  g .
A gua d e s t i l a d a  c . s . p ..............................................  1 .0 0 0  m l .
pH a n te s  d e  e s t e r i l i z a r  ............................  8 ,3  -  8 ,4
E s te r i l i z a c i o n , 1219 C . ............................  30 m in u te s
pH d esp u é s  de e s t e r i l iz a r  ............................  7 ,2  -  7 ,4
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M edio  CC ( s o l id o , c o n s e rv a c io n  d e  la  c e p a  )
B ac to  so y  to n e  " D i f c o " .............................. .. 1 0 ,0  g .
E x tra c to  d e  c a r n e  ...................................... 5 ,0  g .
D e x tro s a  ...................................... 5 ,0  g .
C lo r u r o  s o d ic o  .............................. .. 5 ,0  g .
S u lfa to  d e  c in c  ......................... .. 0 ,0 1  g .
B acto  a g a r  "D ifco "  .....................................  2 0 ,0  g .
A gua d e s t i la d a  c . s . p ......................................... 1 ,0 0 0  m l
pH 6 ,0 -  a ju s ta d o  con  N a O H a ....................... 7 ,4  -  7 ,6
E s te r i l i z a c io n ,  1219 C .....................................  30 m in u te s
pH d e s p u é s  d e  e s t e r i l i z a r  ....................... 7 ,0  -  7 ,2
M ed io  A . ( s o l id o , p la ç a s  d e  a is la m ie n to )
P a s ta  d e  to m a te ............... ...................................... 2 0 ,0  g .
C o p o s d e  av en a ................ ............... .....................  2 0 ,0  g .
B acto  a g a r  "D ifco "  .....................................  1 5 ,0  g .
A gua d e s t i la d a  c . s . p ......................................... 1 .0 0 0  m l.
pH a n te s  d e  e s t e r i l i z a r  ...........................  7 ,4  -  7 ,2
E s te r i l iz a c io n ,  1219 C .....................................  30 m in u to s
pH d esp u és  de e s t e r i l iz a r  .................... .. 7 ,0  -  7 ,2
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M ed io  U C - 1 ( m a t r a c e s  s i e m b r a  y  F r a s c o s  F lo r e n c e )
Pol VO d e  p e z u n a    1 0 ,0  g .
N - Z .  A m in a    1 0 ,0  g .
E x tr a c to  d e  c a r n e  ......................................  3 ,0  g .
D e x tr o s a      1 0 ,0  g .
C lo r u r o  s o d ic o     5 ,0  g .
A gua d e s t i l a d a  c . s . p .........................................  1 .0 0 0  m l .
pH a n te s  d e  e s t e r i l i z a r  ............................ 8 ,3  - 8 , 4
E s te r i l i z a c io n ,  1219 C ......... ............................ 15 m in u to s
pH d e s p u e s  d e  e s t e r i l i z a r ..............................  7 ,0  -  7 ,2
M ed io  U C -2  (M a tr a c e s  s i e m b r a  y F r a s c o s  F lo re n c e )
B ac to  so y to n e  " D i f c o " ...................................... 1 0 ,0  g .
D e x tro s a    5 ,0  g .
C lo r u r o  s o d ic o    5 ,0  g .
F o s fa to  b ip o tâ s ic o    5 ,0  g .
A n t ie s p u m a n te , s i l ic o n a    1 ,0  m l .
A gua d e s t i la d a  c . s . p .  ............................ 1 .0 0 0  m l .
pH 5 ,7  -  5 ,8  a ju s ta d o  co n  NaOH , 5 N . . .  7 , 4 - 7 , 6
E s te r i l i z a c io n ,  1219 C . ............................ 30 m in u to s
pH d esp u és  de e s t e r i l iz a r  ............................ 7 ,0  - 7 , 2
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M edio  de ferm en tacion
M ed io  Q . (M a tr a c e s  p ro d u ce  io n )
N ic k e rs o n  (11 )
Pol VO d e  p ezu n a ............... ...................................  4 0 ,0  g .
F o sfa to  b ip o tâ s ic o  ...................................  1 ,5  g .
S u lfa to  d e  m a g n e s io  ................................... 0 ,0 5  g .
C lo r u r o  c a lc ic o  ...................................  0 ,0 5  g .
S u lfa to  f e r r o s o  ...................................  0 ,0 1 5  g .
S u lfa to  d e  c in c  .............................. .. 0 ,0 0 5  g.
A gua c . s . p .  ...................................  1 .0 0 0  m l .
pH a n te s  d e  e s t e r i l i z a r  .................... .. 8 ,  3 -  8 ,4
E s te r i l i z a c io n , 1219 C .........................  30 m in u to s
pH d e s p u é s  d e  e s t e r i l i z a r  .........................  7 ,2  -  7 ,4
3 . 5 . 2 . P lan ta  S e m ip ilo to  y  P lan ta  P ilo to  
M e d io s  d e  s i e m b r a :
M ed io  Q S . ( F r a s c o s  F lo re n c e  y F e rm e n ta d o r e s  de 
s i e m b r a . )
H a r in a  d e  so ja     2 0 ,0  g .
P olvo d e  pezu n a    2 0 ,0  g .
F o sfa to  b ip o tâ s ic o  ................................... 1 ,5  g .
S u lfa to  d e  m a g n e s io  ................................... 0 ,0 5  g .
C lo r u r o  c a lc ic o  ................................... 0 ,0 5  g .
S u lfa to  f e r r o s o .................................................... 0 ,0 1 5  g .
S u lfa to  d e  c in c  ................................... 0 ,0 0 5  g .
A gua c . s . p .  ................................... 1 .000  m l .
pH a n te s  d e  e s t e r i l i z a r  ...............................   8 ,3  -  8 ,4
E s te r i l i z a c io n ,  1219 C .................................. 30 m in u to s
pH d e s p u é s  d e  e s t e r i l i z a r  ......................  7 ,2  -  7 ,4
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M ed io  Q -S S -  1 ( F r a s c o s  F lo r e n c e  y F e rm e n ta d o r e s  de  
s i e m b r a . )
H a r in a  d e  so ja    1 0 ,0  g .
Po lvo  d e  p ezu n a    5 ,0  g .
D e x tro s a    5 ,0  g .
C lo r u r o  so d ic o   ( . . .  5 ,0  g -
F o s fa to  m o n o p o t a s i c o .....................................   5 ,0  g .
A gua c . s . p .    1 .0 0 0  m l .
pH a n te s  d e  e s t e r i l i z a r  ....................................  7 ,4  -  7 ,6
E s te r i l i z a c io n ,  1219 C ...........................................  20 m in u to s
pH d e s p u é s  d e  e s t e r i l i z a r  ...............................  7 ,0  - 7 , 2
M ed io  Q -S S -2  (F r a s c o s  F lo r e n c e  y  F e rm e n ta d o r e s  de  
s i e m b r a  )
P ep to n a  d e  s o ja    1 0 ,0  g .
Po lvo  d e  pezufia      5 ,0  g .
D e x tro s a    5 ,0  g .
C lo r u r o  s o d ic o    5 ,0  g .
F o s fa to  m o n o p o ta s ic o  ............................................ 5 ,0  g .
A gua c . s . p .  ......................................  1 .0 0 0  m l .
pH a n te s  d e  e s t e r i l i z a r  ..............................  7 ,4  -  7 ,6
E s te r i l i z a c io n ,  1219 C ................ ...................  20 m in u to s
pH d e s p u é s  d e  e s t e r i l i z a r  ..................  . .  7 ,0  -  7 ,2
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M edio Q -S S -3
H a rin a  d e  s o ja  ......................... ------ 3 0 ,0 g*
Polvo d e  pezufia  ......................... 5 ,0 g-
C lo ru r o  s o d ic o  ......................... ------ 5 ,0 g-
F o sfa to  m o n o p o ta s ic o  ......................... 5 ,0 g-
A gua c . s . p .  .........................
pH a n te s  d e  e s t e r i l i z a r  .................. 7 , 4 . - 7 ,6
E s te r i l iz a c io n ,  1219 C .........................
pH d e s p u é s  d e  e s t e r i l i z a r  . . . . . . 7 ,0  - 7 ,2
M ed io s  d e  fe rm e n ta c io n . 
M edio  Q .
M edio  Q - S - 1 .
H a r in a  d e  s o ja ........................................................ 2 0 ,0  g-
Polvo  de  pezu n a ............... ...................................... 1 0 ,0  g .
F o sfa to  b ip o tâ s ic o  ...................................... 1 ,5  g -
S u lfa to  d e  m a g n e s io  .....................................  0 ,0 5  g .
C lo ru r o  c a lc ic o  ...................................... 0 ,0 5  g .
S u lfa to  f e r r o s o ....................................................... 0 ,0 1 5  g .
S u lfa to  de  c in c  ...................................... 0 ,0 0 5  g .
A gua c . s . p . ....................... ............... .....................  1 .0 0 0  m l .
pH a n te s  d e  e s t e r i l i z a r  ..............................  7 ,6  -  7 ,8
E s te r i l iz a c io n ,  1219 C .....................................  30 m in u to s
pH d e s p u é s  d e  e s t e r i l i z a r  ...................... .. 7 ,0  -  7 ,2
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M ed io  Q -S -2
H a r in a  d e  s o ja  ......................................  3 0 ,0  g .
P o lvo  d e  p e z u n a      5 ,0  g .
F o s fa to  b ip o tâ s ic o  ............................................  1 ,5  g .
S u lfa to  d e  m a g n e s io  ..................................    0 ,0 5  g .
C lo r u r o  c a lc ic o  ......................................  0 ,0 5  g .
S u lfa to  f e r r o s o  ...................................... 0 ,0 1 5  g .
S u lfa to  d e  c in c    0 ,0 0 5  g .
A gua c . s . p . ....................... ......................................  1 .0 0 0  m l .
pH a n te s  d e  e s t e r i l i z a r  .................................  7 ,4  -  7 ,6
E s te r i l i z a c io n ,  1219 C ......................................  30 m in u to s
pH d e s p u é s  d e  e s t e r i l i z a r  ............................. 7 ,0  -  7 ,2
M e d io  Q -S -6
H a r in a  d e  s o ja  . .     3 0 ,0  g .
P o lvo  d e  p ezu n a    5 ,0  g .
D e x tro s a .....................................................................  3 0 ,0  g .
F o s fa to  b ip o tâ s ic o  .......... ...........................  0 ,0 5  g .
S u lfa to  d e  m a g n e s io  ......................................  0 ,0 5  g .
C lo r u r o  c a lc ic o ............... .............  ....................  0 ,0 1 5  g .
S u lfa to  f e r r o s o .......................................................  0 ,0 0 5  g .
S u lfa to  d e  c in c    1 ,5  g .
C a rb o n a te  c â lc ic o  ........................................... 1 0 ,0  g .
A gua c . s . p . ....................... ......................................  1 .0 0 0  m l .
pH a n te s  d e  e s t e r i l i z a r  ....................................  7 ,4  -  7 ,6
E s te r i l iz a c io n  , 1219 C .................................    2 0  m in u to s
pH d e s p u é s  d e  e s t e r i l i z a r   ........................ 7 ,0  -  7 ,2
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M edio 1
H a r in a  d e  so ja ------ 1 0 ,0 g-
L e v a d u ra  d e  p a n a d e r ia  .................. ------ 5 ,0 g-
C o rn -S te e p  ( l iq u id o ,5 0 % ) .................. ------ 3 0 ,0 g»
L a c to sa  ......................... 4 ,0 g-
S u lfa to  d e  m a g n e s io  ......................... ------  0 ,2 5 g-
C lo r u r o  s o d ic o  .......................... ------ 0 ,7 5 g-
F o sfa to  b ip o tâ s ic o  ......................... 2 ,0 g-
A lm id ô n  .......... .............. ------ 3 0 ,0 g-
A gua c . s . p .  ..........................
pH a n te s  d e  e s t e r i l i z a r  ............. 7 ,4  - 7 ,6
E s te r i l iz a c io n ,  1219 C .  .............
pH d e s p u é s  d e  e s t e r i l i z a r  .......... 7 ,0  - 7 ,2
M ed io  2
H a r in a  d e  s o ja  ......................... 3 5 ,0 g-
L ev ad u ra  d e  c e r v e z a  ......................... 2 0 ,0 g*
C o rn -S te e p  ( l iq u id e ,50%) . . . . . . 5 0 ,0 g-
S u lfa to  d e  m a g n e s io  ......................... 0 ,3 g-
C lo r u r o  so d ic o  ......................... 3 ,0 g-
F o s fa to  b ip o tâ s ic o  ......................... 1 ,5 g*
A lm id ô n  ......................... g*
A gua c . s . p .  ......................... 1 .0 0 0  m l .
pH a n te s  d e  e s t e r i l i z a r  .................. 7 ,4  - 7 ,6
E s te r i l iz a c io n ,  1219 C . 
pH d e s p u é s  d e  e s t e r i l i z a r
30 m in u to s  
7 ,0  -  7 ,2
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M ed io  3
H a r in a  d e  s o ja     1 5 ,0  g .
L e v a d u ra  d e  p a n a d e r fa  ..............................  1 5 ,0  g .
L a c to s a     3 5 ,0  g .
C o rn -S te e p  ( liq u id o ,5 0 % ) .........................  1 0 0 ,0  g .
S u lfa to  d e  m a g n e s io  ...................................... 0 ,4  g .
C lo r u r o  s o d ic o     2 ,5  g .
F o s fa to  b ip o tâ s ic o    1 ,5  g .
A lm id ô n    3 0 ,0  g .
A gua c . s . p .  .....................................  1 .0 0 0  m l.
pH a n te s  d e  e s t e r i l i z a r  ..............................  7 ,4  -  7 ,6
E s te r i l i z a c io n ,  1219 C ....................... .. 20 m in u to s
pH d e s p u é s  d e  e s t e r i l i z a r ..............................  7 ,0  7 ,2
M ed io  4
H a r in a  d e  s o ja  ......................................  15 0 g .
L ev ad u ra  d e  p a n a d e r f a     1 5 ,0  g .
L a c to sa    3 5 ,0  g .
C o rn - S te e p ( l iq u id o ,  50%)   1 0 0 ,0  g .
S u lfa to  d e  m a g n e s io  ...................................... 0 ,4  g .
C lo r u r o  so d ic o    2 ,5  g .
F o s fa to  b ip o tâ s ic o    1 ,5  g .
A lm id ô n     3 5 ,0  g .
A gua c . s . p . .............................................................. 1 .0 0 0  m l .
pH a n te s  d e  e s t e r i l i z a r  ..............................  7 ,4  - 7 , 6
E s te r i l iz a c io n ,  12 19 C ...................................... 20 m in u to s
pH d e s p u é s  de  e s t e r i l i z a r  .........................  7 ,0  -  7 ,2
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M edio 5
H a rin a  d e  so ja  ........................... .. 3 5 ,0 9'
L e v a d u ra  de  c e r v e z a  .......... .......................... 1 5 ,0 g-
L a c to sa 1 5 ,0 g-
C o r n - S te e p  ( l i q u i d e ,50%) ......................... 1 0 0 ,0 g-
S u lfa to  d e  m a g n e s io  ......................... .. 0 ,4 g-
C lo ru r o  so d ic o  ..................................... 2 ,5 g-
F o sfa to  b ip o tâ s ic o  ..................................... 1 5 ,0 g-
A lm id ô n  ..................................... 3 0 ,0 g*
A gua c . s . p .  ..................................... 1 .0 0 0  m l .
pH a n te s  d e  e s t e r i l i z a r 7 ,4  - 7 ,6
E s te r i l iz a c io n ,  1219 C ..................................... 20 m in u to s
pH d e s p u é s  d e  e s t e r i l i z a r  ........................... 7 ,0  - 7 ,2
M ed io  E /4
H a rin a  d e  so ja  ........................... 1 0 ,0 g-
"N o re d u x  . 150H" (a lm id ô n  so lu b le )  . . . 3 0 ,0 g-
C o rn - S t  e e p  s ô lid o  ................................... 5 ,0 g-
F o sfa to  b ip o tâ s ic o  ................................... 1 ,0 g-
S u lfa to  f e r r o s o  ................................... 0 ,0 1 5 g-
S u lfa to  m a g n é s ic o  ................................... 0 ,0 5 g-
C lo ru r o  c a lc ic o  ................................... 0 ,5 g-
C a rb o n a to  c â lc ic o  ................................... 1 0 ,0 g-
A n tie s p u m a n te  ................................... 1 m l . g-
A gua c . s . p .  .................................. 1 .000 m l .
pH n a tu r a l  6 ,5 ,  a ju s ta d o  con  NaOHa . . . 7 ,6  - 7 ,8
E s te r i l iz a c io n  1219 C ..................................... 30 m in u to s
pH d e s p u é s  d e  e s t e r i l i z a r  ...................... 7 ,2  - 7 ,4
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M ed io  S P /1
G lu c o s a    3 0 ,0  g .
L e v a d u ra  L a c tic a    1 0 ,0  g .
C a rb o n a to  c â lc ic o  .................................... 4 ,0  g .
C lo r u r o  c â lc ic o    2 ,0  g .
F o s fa to  b ip o tâ s ic o  .................................... 1 ,0  g .
A n t ie s p u m a n te  .................................... 1 m l .
A gua c . s . p .  .................................... 1 .0 0 0  m l .
pH n a tu r a l  6 ,0  a ju s ta d o  co n  N a O H a . . . .  7 ,6  -  7 ,8
E s te r i l iz a c io n  1219 C .  .......................... 20 m in u to s
pH d e s p u é s  d e  e s t e r i l i z a r  .................. .. 7 ,0  -  7 ,2
M e d io  Q S -6 /1
H a r in a  d e  s o ja    3 0 ,0  g .
Po lvo  d e  p e z u n a    5 ,0  g .
D e x tr o s a    3 0 ,0  g .
F o s fa to  b ip o tâ s ic o  ......................................  0 ,0 5  g .
S u lfa to  d e  m a g n e s io  ......................................  0 ,0 5  g .
C lo r u r o  c â lc ic o  ......................................  0 ,0 1 5  g .
S u lfa to  f e r r o s o ................. ......................................  0 ,0 0 5  g .
S u lfa to  d e  z in c    1 ,5  g .
C a rb o n a to  c â lc ic o  .................    1 0 ,0  g .
A gua c . s . p .  ....................... ..............  l . 000 m l .
pH a n te s  d e  e s t e r i l i z a r  ............................ .. 7 ,4  -  7 ,6
E s te r i l i z a c io n ,  121 9C .........................................  20 m in u to s
pH d e s p u é s  d e  e s t e r i l i z a r  .......................  7 ,2  - 7 , 4
A d ic io n e s  d u r a n te  la  f e r m e n ta c io n ,  d e  1 0 ,0  g / l  d e  D e x ­
t r o s a  y H a r in a  d e  s o ja ,  a  la s  30 y 48 h o ra s  de  p r o c e s o ,  
p a r a  lo s  f e r m e n ta d o r e s  d e  5 l i t r o s .
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M edio  Q S -6 /2
H a rin a  d e  s o ja    3 0 ,0  g .
Po lvo  d e  p ezu n a     5 ,0  g .
D e x tro s a    3 0 ,0  g .
F o s fa to  b ip o tâ s ic o  ...................................  0 ,0 5  g .
S u lfa to  d e  m a g n e s io  ...................................  0 ,0 5  g .
C lo r u r o  c â lc ic o  ...................................  0 ,0 1 5  g .
S u lfa to  f e r r o s o ....................................................  0 ,0 0 5  g .
S u lfa to  d e  z in c    1 ,5  g .
C a rb o n a to  c â lc ic o   ................................. 1 0 ,0  g .
A gua c . s . p .  ...................................  1 .0 0 0  m l .
pH a n te s  d e  e s t e r i l i z a r  ............................ 7 ,4  -  7 ,6
E s te r i l i z a c io n ,  1219 C .  ............................ 20 m in u to s
pH d e s p u é s  de  e s t e r i l i z a r .........................  7 ,2  -  7 ,4
A d ic io n e s  d u ra n te  la  f e r m e n ta c io n ,  d e  1 0 ,0  g / l . d e  
D e x tro s a  y  " P ro f lo "  a l a s  30 y 48 h o r a s  d e  p r o c e s o ,  p a ­
r a  lo s  f e r m e n ta d o r e s  d e  5 l i t r o s .
M ed io  Q S -6 /3
H a r in a  d e  s o ja  .................. ...............  3 0 ,0 g-
P olvo  d e  p ezu n a  .................. ...............  5 ,0 g*
D e x tro s a  .................. ...............  3 0 ,0 g-
F o sfa to  b ip o tâ s ic o  .................. ...............  0 ,0 5 g-
S u lfa to  d e  m a g n e s io  .................. ...............  0 ,0 5 g-
C lo r u r o  c â lc ic o  .................. ...............  0 ,0 1 5 g-
S u lfa to  f e r r o s o  .................. ...............  0 ,0 0 5 g-
S u lfa to  d e  z in c  ..................................  1 ,5 g-
C a rb o n a to  c â lc ic o  ..................................  1 0 ,0 g-
A gua c . s . p .  .................. ...............  1 .0 0 0 m l -
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pH a n te s  d e  e s t e r i l i z a r  ..................... 7 ,4  - 7 , 6
E s te r i l i z a c i o n ,  1219 C ............................  20 m in u to s
pH d e s p u é s  d e  e s t e r i l i z a r ..................... 7 ,2  -  7 ,4
A d ic io n e s  d e  5 ,0  g /1 .  d e  p o lv o  d e  p e z u n a  y 5 ,0  g /1  de  
H a r in a  d e  s o ja  y 1 0 ,0  g / l .  d e  D e x t r o s a ,  a  l a s  3 0 , y  -  
48 h o r a s  d e  p r o c e s o ,  p a ra  lo s  f e r m e n ta d o r e s  d e  5 l i ­
t r o s  .
O t r o s  m e d io s .
A d e m a s  d e  l a s  p r u e b a s  co n  lo s  m e d io s  r e s e h a d o s , s e  
h ic ie r o n  n u e v a s  c o m p o s ic io n e s  o v a r ia c io n e s  d e  e s t o s  m e d io s .  La m a s  
u t i l i z a d a  fu é  la  s u s t i tu c iô n  d e  la  h a r in a  d e  s o ja  e n  la  c a r g a  in ic ia l  ô  -  
en  l a s  s u c e s iv a s  a d ic io n e s ,  p o r  e l " P r o f lo " ,  ( H a r in a  d e  s e m il la  d e  -  
a lg o d ô n ) .
En o t r a s  s e r i e s  d e  p r u e b a s  s e  e n s a y a r o n  ta n te  e n  la  
c a r g a  in ic ia l  c o m o  en  l a s  a d ic io n e s ,  d i f e r e n t e s  fu e n te s  d e  h id r a to s  -  
de  c a rb o n o  y p r o te in a s  en  un  g ra n  r a n g e  d e  c o n c e n t r a c io n e s .
E s ta s  p ru e b a s  c u y e  e b je to  e r a  d e te r m in a r  e l m e je r  
m e d io  d e  c u l t iv e  p a r a  e s t a s  f e r m e n t a c i e n e s , tu v ie ro n  e n  la  m a y o rfa  
de  lo s  c a s o s  poco  é x i t e .  E n tre  e s t a s  s e  e l i g i e r o n ,  y s e  fu e ro n  a d e p ta n d e  
c o m o  te s t i g o s  s u c e s iv o s ,  la s  q u e  r e a lm e n te  a p o r t a r o n  m e jo r a s  a l -
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p ro c e s o  p o r  su  s im p l ic id a d ,  su  m e jo r  c o s t e ,  m e jo r  a p ro v  i s io n a  m le n ­
to  y s o b r e  todo  p o r  d a r  la s  m a y o r e s  a c t iv id a d e s .
) 0<]
3 . 6 .  M e to d o s  d e  v a lo ra c io n
A c o n tin u a c io n  s e  d e ta l la n  lo s  m é to d o s  d e  v a lo r a c io n  
y d e t e r m in a c io n  d e  d a to s ,  e m p le a d o s  en  e s t e  t r a b a jo .
A lg u n o s  d e  e l l o s ,  c o m o  e l  d e  d e te r m in a c iô n  d e  la  
a c tiv id a d  q u e r a t i n o l i t i c a , "m é to d o  d e  p e z u n a "  y lo s  d e  d e te r m in a c iô n  
d e  a z u c a r  e n  lo s  c a ld o s  d e  f e r m e n ta c io n  y  p e s o  s e c o  d e  m ic e l io ,  p e r -  
te n e c e n  a  la  r u t in a  in te r n a  d e  t r a b a jo ,  d e  la  C o m p a n ia  E sp an o la  d e  la  
P e n ic ilin a  y  A n t ib io t ic o s ,  y  s e  h an  a d e c u a d o  p a r a  e s t a s  d e te r m in a c io
no
3 .6 .1  P a tr o n e s  y  s u s ta n c ia s  d e  r e f e r e n d a .
A c o n tin u a c io n  s e  c i t a n  a lg u n o s  d e  lo s  p a t r o n e s  o p r o  -  
d u c to s  d e  r e f e r e n d a  q u e  s e  h an  u t i l iz a d o  e n  l a s  d i f e r e n t e s  p ru e b a s  d e  
p u e s ta  a  p u n to  d e  m é to d o s  y c o m p r o b a c io n e s  d e  p ro d u c to s  o b te n id o s  
p o r  n o s o t r o s .
H e m o g lo b in a  b o v in a , t i p o l l .  "S ig m a  C h e m ic a l  C o m p a ­
ny" , S an  L u is - M is s o u r i . U .S .A .
U r e a ,  R .A . -  M a l l in c k r o d t . A r t . 8648-
L - T i r o s i n a . - B .D .H .
P a tr o n e s  in t e r  n o s  ( C . E . P . A . ,  e n z im a  p r o t e o l f t i c o . -
L o te s , 9 ,  (3 2  U Q . m g . ) y QA 5 /5 ,  ( 50 U Q . m g . ) .
P ap a in a  2 x .  C r i s t a l i z a d a .  "S ig m a  C h e m ic a l  C o m p a n y " .
P ap a in a  c r u d a ,  t ip o  I I . -  "S ig m a  C h e m ic a l C o m p a n y "  .
P r o t e a s a ,  t ip o  111.- "S ig m a  C h em ica l C o m p a n y " .
-  I l l  -
P r o te a s a ,  tip o  V I, r e p u r i f i c a d a , co n  3 -4  U .A  . a c tiv id a d . 
"S ig m a  C h e m ic a l C o m p a n y " .
K e ra t in a  -  p o lv o .-  " N u tr ic io n a l  B io c h e m ic a ls .  C le v e  -  
la n d " .  O h io . U .S .A .
B I B L I O T E C A
3 - 6 .2 .  D e te rm in a c iô n  d e  la  a c t iv id a d  q u e r a t in o l f t i c a ,
M éto d o  d e  "p e z u n a "  C . E . P . A . ,  (4 4 )
F u n d a m e n t o L os e n z im a s  q u e r a t in o l i t ic o s  so n  e s p a ­
c e s  de  d ig e r i r  un s u s t r a t o  q u e ra t in o s o  d e s p u é s  d e  una  in c u b a c iô n  con 
v e n ie n te .
Se ha v is  to  q u e , en  d e te r m in a d a s  c o n d ic io n e s  e x p é r i ­
m e n ta le s  y d e n tr o  d e  c ie r to  l i m i t e s ,  e l  c o n su m e  d e  s u s t r a t o  g u a rd a  -  
una re la c io n  l in e a l  co n  e l lo g a r i tm o  d e  la  c o n c e n tra c io n  d e  e n z im a . -  
P or ta n to  e s  p o s ib le  h a c e r  c a d a  d ia  una  c u rv a  p a tro n  u ti liz a n d o  un e n ­
z im a  d e  a c tiv id a d  c o n o c id a  y l e e r  en  e lla  la  a c tiv id a d  d e  lo s  p ro b le -  
m a s .
M a t e r i a l . -
V fa le s  d e  unos 10 m l .  ( t ip o  a n t i b io t i c o s ) , co n  ta p o -  
n e s  d e  ^ m a .
T ubos de  c e n tr if u g a  e s p e c ia le s  de  una c a p a c id a d  to — 
ta l  d e  8 m l . , p ro v is to s  en  un e x tr e m o  d e  un v â s ta g o
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c i lm d r ic o  a fo ra d o  a 1 m l .  co n  50 d iv is io n e s  d e  0 ,0 2  
m l .  ( f ig u ra  1 8 ) .
M e s a  d e  a g ita c io n  h o r iz o n ta l  c i r c u l a r  d e  220 r . p . m .  
co n  un d e s p la z a m ie n to  e x c é n t r ic o  d e  5 c m .  d e  d ia m è ­
t r e  in s ta la d a  e n  un c u a r to  a  379 C . ( f ig u ra  3 ) .
T u b o s d e  e n s a y o .  P ip e ta s  d e  d i f e r e n t e s  c a p a c id a d e s .
R e a c tiv o s  ;
E n z im a  g u e ra t in o l f t ic o  p a t r o n . Es n e c e s a r io  e s t a b le -  
c e r  c o m o  p a tro n  un e n z im a  g u e ra t in o l f t ic o  c o n o c id o -  
p a r a  h a c e r  la  c u r v a .  En n u e s t r o  c a s o  s e  e m p le ô  uno  
d e  32 u n id a d e s  q u e r a t in o l i t i c a s  ( U Q .)  p o r  m g . ( lo te  
9 ) .  P a tro n  in te rn o  C . E . P .A  .
S u s t r a to  q u e r a t in o s o .  E sté  c o n s t i tu id o  p o r  po lvo  d e  -
p e z u n a  d e  b ô v id o s , o b te n id o  p o r  m o lie n d a  d e  p ezu n a  s ,
p r e v ia m e n te  d e s e c a d a s  b a jo  lâ m p a r a  d e  in f r a r r o jo  y
p a s a d o  p o r  ta m iz  e n t r e  200 y 325 A .S .A .  C ad a  lo te
d e  s u s t r a t o  v a r ia  l a s  c o n d ic io n e s  e x p é r im e n ta le s  d e l
e n s a y o ,  p o r  lo  q u e ,  a c a d a  c a m b io  d e  lo t e ,  d e b e  r e a -
%
j u s t a r s e  e l p e so  d e l  s u s t r a t o  u sa d o  en l a s  p r u e b a s .
-  I H  -
(T
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F i g u r a  1
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S o luc iôn  ta m p o n  d e  pH 8 , 5 .  Se u s a  p a r a  le s  e n sa y o s  en 
b la n c o  y l a s  s o lu c io n e s  d e  l e s  e n z im a s .  Su c o m p o s ic iô n
e s  :
PO ^H K a ........................................  1 0 ,0  g .
SO ^H g. TH^O. . . . . . . .  0 ,0 5 g .
C l^ C a  . . . . . . . . .  0 ,0 5 g .
M e r t io la to  s ô d ic o  (x )  . . . . 0 ,0 5 g .
A gua h a s t a ......................................  1 .0 0 0  m l .
Si e s  n e c e s a r io ,  a ju s t a r  e l pH a 8 ,5 .
(x )  Se p u e d e  p r e s c in d i r  d e  a n a d ir  e l m e r t io la to  sô d ic o  
(a g e n te  c o n s e r v a d o r )  cu an d o  la  so lu c iô n  tam p ô n  -  
s e  u s a  en  u n o s  p o co s  d ia s  d e s  p u e s  d e  su  p r e p a r a -  
c îô n  y s e  c o n s e r v a  en  n e v e r  a .
C u rv a  p a t r o n . -
En c a d a  s e r i e  d e  e n s a y o s  e s  n e c e s a r io  in c lu t r  una c u r ­
va p a tro n  d e  c a l ib ra c lô n  , h e c h a  con c u a t r o  c o n c e n t r a c io n e s  d e l e n z im a  
p a t r o n ,  f r e n te  a l s u s t r a t o  en u s o .
Con el e n z im a  p a trô n  (32  U Q /m g .)  s e  p r e p a r a n  la s  s l -  
g u ie n te s  s o lu c io n e s :  Se p e s a n  4 g . d e  e n z im a  y s e  afiaden  50 m l . d e  -  
so lu c iô n  tam p ô n  d e  pH 8 , 5 ,  a g ita n d o  d u ra n te  15 m in u te s .  Se f i l t r a  o -
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c e n tr ifu g a  p a r a  o b te n e r  una so lu c iô n  t r a n s p a r e n t e .  E sta  so lu c iô n  c o n -  
tie n e  80  m g . d e  e n z im a s  p o r  m l-  A p a r t i r  d e  e l l a ,  y p o r  d ilu c io n e s  -  
s u c e s iv a s  s e  o b tie n e n  la s  s o lu c io n e s  a  4 0 , 20 y 10 m g / m l .
E s ta s  d i lu c io n e s  so n  l a s  e m p le a d a s  en e l en s a y  o q u e -  
r a t in o l f t i c o .  Con lo s  c o n su m o s  d e  s u s t r a t o s  o b te n id o s  con  e l l a s ,  s e  -  
c o n s t ru y e  una  c u r v a ,  l le v é n d o lo s  a  la  e s c a la  a r i tm é t i c a  d e  un p a p e l -  
s e m ilo g a r f tm ic o  f r e n te  a  l a s  c o n c e n tra c io n e s  r e s p e c t i v e s . P o r lo  g e ­
n e ra l  con lo s  c u a tr o  p u n to s  s e  p u ed e  a ju s ta r  g r â f ic a m e n te  u n a  Ifn ea  -  
r e c t a . A v e c e s , e l p u n to  c o r r e s p o n d ie n te  a  la  c o n c e n tra c iô n  d e  10 -
m g /m l .  q u ed a  p o r  d e b a jo  d e  la  r e c t a  en q u e  s e  a lin e a n  lo s  o t r o s  t r è s  
p u n to s .
S o b re  e s ta  r e c t a  s e  h a c e n  la s  le c t u r e s  d e  lo s  p ro b lè ­
m e s  .
P re p a ra c iô n  d e  la s  m u e s t r a s  p r o b lè m e s .
L as m u e s t r a s  liq u id a s  (c a ld o  de  fe r  men ta c  ion , c o n — 
c e n tr a d o s  , e t c .  ) s e  u sa n  en  e l en s a  y o ta l co m o  s o n ,  o  c o n v e n ie n te —  
m e n te  d ilu id a s  en la  so lu c iô n  tam p o n  d e  pH 8 ,5 ,  p e ro  en to d o  c a s o  -  
d eben  s e r  lo  m â s  t r a n s p a r e n t e s  p o s ib le s  , f i l t r â n d o la s  o c e n tr i f u g â n -  
d o la s  s i  fu e s e  n e c e s a r io .
L as m u e s tr a s  s o l id e s  s e  d is u e lv e n  a s im is m o  en la  so-
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lu c iô n  ta m p o n , f i l t r â n d o la s  ta m b ié n  o  c e n tr if u g é n d o la s  p a r a  o b te n e r  -
s o lu c io n e s  t r a n s p a r e n t e s .  H ay q u e  h a c e r l o  a s i ,  p o rq u e  lo s  e n z im a s  -
s ô ü d o s  lle v a n  o r d in a r ia m e n te  un e x c ip ie n te  in e r t e  e  in s o lu b le .
f
P a r a  q u e  lo s  r e s u l ta d o s  d e l e n s a y o  se a n  v é l id o s , l a s  
d i lu c io n e s  u s a d a s  d eb en  a j u s t a r s e  p a r a  d a r  un c o n su m o  d e  s u s t r a t o  -  
c o m p re n d id o  d e n t r o  d e  la  r e c t a  p a t r o n .
E n say o  q u e r a t in o l i t ic o
P re p a r a c iô n  d e  l a s  m e z c la s  e n z im a s - s u s t r a to  y b la n -  
c o s  :
L os e n s a y o s  s e  h a c e n  s i e m p r e  p o r  d u p lic a d o , ta n to  p a ­
r a  l a s  m u e s t r a s  p r o b lè m e s ,  c o m o  p a r a  la  c u rv a  p a trô n  
y b la n c o s .
A c a d a  v fa l d e  10 m l-  s e  p a s a n  ex ac  ta m en  te  300 m g .
( î  1 m g j d e l  s u s t r a t o ,  y s e  a n a d e n  d e s p u é s  5 m l .  d e  
l a s  s o lu c io n e s  d e  e n z im a s .  S e  ta p a n  lo s  v ia le s  y s e  -  
a g ita n  h a s ta  m o ja r  b ien  to d o  e l s u s t r a t o  y s u s p e n —  
d e r lo  en la  s o lu c iô n , L os ta p o n e s  d e  g o m a  s e  su je ta n  
a  lo s  v ia le s  con c in ta  a d h e s iv a .  Se p r e p a r a n  s i e m p r e  
2 ô 3 b la n c o s  con la  m is m a  c a n tid a d  d e  e n z im a  y 5 m l . 
d e  so lu c iô n  tam p o n  d e  pH 8 , 5 .
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In c u b a c iô n : Todos lo s  v ia le s  d e  la  c u rv a  p a t r ô n ,  p r o -  
b le m a s  y  b la n c o s  s e  c o lo c a n  en  la  m esa  d e  a g ita c iô n  
y s e  incuban  a  37Q C . , d u ra n te  16 h o r a s .
C e n tr i fu g a c iô n : A l f in a l d e l p e r lo d o  d e  in c u b a c iô n , s e  
v i e r t e  c u id a d o s a m e n te  e l co n te n id o  d e  c a d a  v fa l en e l 
tu b o ,d e  c e n tr f fu g a  e s p e c i a l ,  re c o g ie n d o  l a s  u l t im a s  
p o rc  ion e s  con  u n a  c a n tid a d  d e  a g u a  m en o r  d e  3 m l .  y 
te n ie n d o  c u id a d o  d e  q u e  no queden  r e s id u o s  d e  s u s t r a  
to  a d h e r id o s  a  l a s  p a r e d e s  d e l v fa l .
T odos lo s  tu b o s  s e  c e n tr ifu g a n  5 m in u to s  a  2 .0 0 0  r . p .  
m . p ro c e d ié n d o s e  d e s p u é s  a  la  le c tu r a  d e  lo s  r e s u l t a ­
d o s .  El r e s u l ta d o  d e  e s t a  c e n tr ifu g a c iô n  s u e le  d a r  en  -  
lo s  b la n c o s  u n a  le c tu r a  d e  1 m l 0 , 0 2  m l.) . Si no ocu  
r r e  a s f  h a b ré  q u e  a ju s t a r  l a s  c o n d ic io n e s  d e l c e n t r i f u -  
g ad o  en c u a n to  a l t ie m p o  y v e lo c id a d , p a r a  o b te n e r  e s ­
te  r e s u l ta d o .
L e c tu ra  d e  r e s u l ta d o s  y c â lc u lo s :
L e c tu ra ;  D e sp u é s  d e  la  c e n tr ifu g a c iô n  s e  h a c e  la  l e c ­
tu r a  v o lu m é tr ic a  c u a n ti ta t iv a  del s u s t r a to  no d ig e r id o ,  
s o b r e  e l v a s ta g o  c i l fn d r ic o  d e  lo s  tu b o s  d e  c e n t r i f u g a .
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La d if e ro n c ia  d e  e s t a  l e c t u r a  con la  d e l b la n c o ,  r e p r é ­
s e n ta  e l s u s t r a t o  d ig e r id o  y e s t a  d lf e r e n c ia  q u e d a  y a  -  
e x p re s a d a  en p o r c e n ta je -  C o m o  s e  ha d ic h o ,  la  le c tu ­
r a  d e  lo s  b la n c o s  d e b e  s e r  d e  1 m l .  ( î  0 ,0 2  m l . ) .
L as le c t u r a s  d e  lo s  du p lie  a d o s  d e  la  c u r v a  p a trô n  y d e  
lo s  d e s c o n o c id o s  no  s e  d eb en  d i f e r e n c i a r  e n t r e  s t ,  
m é s  d e  0 ,0 2  m l . .  La le c tu r a  f in a l p a ra  c a d a  e n s a y o -  
e s  e l v a lo r  p ro m  e d i o  d e  la  d e  lo s  d u p lic a d o s .
C â lc u lo  d e  la  p o te n c ia  en  u n id a d e s  d e  lo s  d e s c o n o c id o s :  
L as l e c t u r a s  d e  c o n su m o  d e  lo s  p ro b le m a s  s e  lle v a n  s o ­
b r e  la  c u rv a  p a t r ô n , a v e r ig u a n d o  su  e q u iv a le n c ia  en  
m g / m l .  d e l e n z im a  p a tr ô n .
La a c tiv id a d  en u n id a d e s  s e  o b tie n e  con l a s  s iq u ie n te s  
f ô r m u la s  :
M u e s tr a s  d e  Ifq u id o s  ( c a l d o s ,  c o n c e n t r a d o s , e t c . )  
M g /m l .  é q u iv a le n te s  d e  la  c u rv a  p a trô n  x r iq u e z a  en 
U Q . d e l p a trô n  x f a c to r  d e  d ilu c iô n  = U n id a d e s /m l .
P ro d u c to s  s ô l id o s :
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M g /m l .  é q u iv a le n te s  d e  la  c u rv a  p a tro n  x r iq u e z a  en UQ. 
________________________________________________d e l p a t r ô n .
M g /m l . d e  la  d ilu c iô n  p ro b le m s
= U n id a d e s /m g .
O b s e rv a c io n e s  :
C o m o  s e  ha d ic h o  en  la  p r e p a r a c iô n  d e  l a s  m u e s t r a s  
p r o b le m a s ,  la s  d ilu c io n e s  d e  lo s  p ro b le m a s  d eb en  e s t a r  a ju s ta d a s  -  
d e  fo rm a  q u e  l a s  l e c t u r a s  d e  c o n su m o  d e  s u s t r a t o  c a ig a n  d e n t r o  d e  
la  r e c t a  p a t r ô n .
S e  o b tien en  r e s u l ta d o s  m â s  ex a c  to s  e n sa y a n d o  l a s  -  
m u e s t r a s  a  2 ô  3 d ilu c io n e s  y  p ro m e d ia n d o  d e s p u é s  s u s  r e s u l ta d o s  
in d iv id u a le s  -
La un id ad  q u e ra t in o l f t ic a  (U Q ) s e  ha  e s ta b le c id o  d e  
la  s ig u ie n te  fo r m a :
Se h a  c o n v en id o  q u e  un c a ld o ,o  una  so lu c iô n  d e  e n z i­
m a ,t ie n e  1 .0 0 0  u / m l . ,  (U Q ) , c u a n d o  5 m l ,  d e  la  so lu c iô n  con  su m  en 
un 30% d e  s u s t r a t o  en  l a s  c o n d ic io n e s  f i ja d a s  p o r  e l m é to d o , a  s a b e r :
U so  d e  la  so lu c iô n  tam p o n  de  pH 8 ,5 ;  300 m g , d e  su s
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t r a to  p o r  v f a l ;  in c u b a c iô n  en  a g ita c iô n  a  37QC . d u r a n te  16 h o r a s ;  y 
c e n tr ifu g a c iô n  a ju s ta d a  p a r a  d a r  u n a  le c tu r a  f in a l d e  1 m l .L t 0 ,2  m l.) , 
en lo s  b l a n c o s .
En e s t a s  c o n d ic io n e s  e x p é r im e n ta le s  lo s  c o n s u m o s  de  
s u s t r a t o  q u e  v an  d e l 10 a l  45%, son  p ro p o r c io n a le s  a l lo g a r i tm o  d e  la  
c o n c e n t ra c iô n  d e l e n z im a .
3 . 6 . 3 .  D e te rm in a c io n  d e  la  a c t iv id a d  h em o q lo b in o  -  
l i t i c a .
M éto d o  A n s o n , ( 45 )
En e l  m é to d o  d e  la  v a lo r a c io n  d e  p r o t e a s a s  co n  h e m o g lo  
b in a ,  é s ta  s e  d e s n a tu r a l iz a  y s e  d ig i e r e  b a jo  c o n d ic io n e s  e s t a n d a r ,  e l 
r e s t o  d e  la  h e m o g lo b in a  no  d ig e r id a  s e  p r é c ip i t a  co n  a c id o  t r i c l o r o a c é  
t i c o ,  y  la  c a n tid a d  d e  p ro te m a  no  p r e c ip i t a d a  c o n tie n e  lo s  p ro d u c to s ,  
q u e  so n  una  m e d id a  d e  c a n tid a d  d e  p r o t e a s a  p r é s e n te  y s e  p o n en  d e  -  
m a n if ie s to  co n  e l  r e a c t iv o  d e  fe n o l ,  q u e  dâ un c o lo r  a z u l co n  t i r o s in a  
y  co n  t r ip tô f a n o .
La h e m o g lo b in a , a d l f e r e n c ia  d e  la  c a s e in a  y la  g e la t in a ,  
e s  un  s u s t r a t o  r e p r o d u c ib le  d e  t a l  f o r m a  q u e  d i f e r e n t e s  lo te s  d e  h e  -  
m o g lo b in a  s e  d ig ie r e n  en  la  m is m a  p ro p o r c io n  en  una  s o lu c io n  d a d a  de  
p ro te a "  a . N o s e  d e b e  o lv id a r  q u e  h ay  p e p t id a s a s  a d e m â s  d e  p r o t e a s a s ,  
s in  e m b a rg o  la  fo rm a c io n  d e  p ro d u c to s  no p r e c ip i t a b le s  p o r  e l â c id o  
t r i c lo r o a c é t i c o  s e  d e b e  u n ic a m e n te  a la  p r o t e a s a .
El m é to d o  d e  la  h e m o g lo b in a  s e  ha  d e s c r i t o  p a r a  la  -  
p e p s in a ,  A nson  y M ir s k y ,  ( 1 9 3 2 ) ,  ( 4 6 ) ,  t r i p s i n a , A n so n  y M i r s k y ,
( 1 9 3 3 ), ( 4 7 ) ,  p a p a in a , A n so n , ( 1 9 3 7 a ) , ( 4 8 ) ,  y c a tè p s in a  A n so n  ,
-  123 -
( 1 9 3 7 b ) ,  ( 4 9 ) .
A c o n tin u a c io n  p a s a m o s  a  d e s c r i b i r  e l M étodo  A n so n :
1. -  R e a c tiv o s  :
A c id o  t r i c l o r o a c é t i c o  a l  5% e n  ag u a  (ATA 5%)
S o lu c io n  d e  t i r o s i n a  p a tro n  en  ATA a l 5%.
F o s fa to  m o n o p o ta s ic o  1 M .
T am p o n  i , 1 M .d e  fo s fa to  d e  pH - 7 , 5 .
H e m o g lo b in a  d e s n a t u r a l i z a d a .
2 . -  P r e a p a r a c io n  d e  a c id o  t r i c l o r o a c é t i c o  a l  5%:
P e s a r  en  g r a n a t a r i o ,  55 g r a m o s  d e  a c id o  t r i c lo r o a c é t i c o  
g ra d o  r e a c t iv o  MERCK, D is o lv e r  y e n r a s a r  co n  ag u a  a -
1 .0 0 0  m l .  en  m a t r a z  a fo r a d o .
3 . -  V a lo ra c io n  d e l a c id o  t r i c l o r o a c é t i c o  a l 5%:
P ip e te a r  e x a c ta m e n te  10 m l .  d e l ATA a l 5% en  un v a so  de  
250 m l .  A n a d ir  2 g o ta s  d e  f e n o l f ta le ih a . V a lo r a r  h a s ta  e l 
r o s a  co n  NaOH 0 ,5  N d e  f a c to r  c o n o c id o . D eb en  g a s t a r s e  
6 ,7  m l . d e  N aO H  0 ,5  N c o m o  m a x im o .
4 . -  C u rv a  d e  p a tr o n  d e  T iro s in a :
A ) S o lu c io n  in ic ia l :
D is o lv e r  100 m g . d e  t i r o s in a  e x a c ta  m e n te  p e s a d o s  en
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â c id o  t r i c lo r o a c é t i c o  a l 5% y e n r a s a r  a  100 m l .  e n  m a­
t r a  z a fo ra d o  co n  e s t e  â c id o .  E s ta  so lu c iô n  tie n e  1 .0 0 0  
m c g . de  t i r o s in a  p o r  m l .
B) S o lu c io n e s  p a trô n :
P ip e te a r  e x a c ta m e n te  6 , 9 ,  12 y 15 m l .  r e s p e c t iv a m e n  
te  e n  m a t r a c e s  a fo ra d o s  d e  100 m l .
E n r a s a r  c a d a  m a t r a z  co n  ATA a l 5%.
E s ta s  s o lu c io n e s  tie n e n  6 0 , 9 0 , 120 y  150 m c g . d e  t i r o ­
s in a  p o r  m l .
C ) L e e r  la s  a b s o r c io n e s  d e  c a d a  una  d e  l a s  s o lu c io n e s  a
280 m ^ . , u sa n d o  e l ATA a l 5% co m o  b la n c o  d e  r e f e r e n ­
d a  .
D ) C o n s t r u i r  la  c u rv a  p a trô n  d e  t i r o s in a  en  p ap e l m ilim e
t r a d o ,  p on iendo  en  o rd e n a d a s  l a s  a b s o r c io n e s  y en  - 
abc  i sas  lo s  m c g . d e  t i r o s in a  p o r  m l .
5 . -  F o sfa to  m o n o p o ta s ic o  1 M :
P e s a r  e x a c ta m e n te  136 ,09  g r .  d e  fo s fa to  m o n o p o ta s ic o . D i-  
s o lv e r  en  200 m l . de  agua y p a s a r  c u a n ti ta t iv a  m e n te  a un -  
m a t r a z  a fo ra d o  d e  1 l i t r o .  E n r a s a r  a v o lu m en  con a g u a . El
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pH d e  e s t a  so lu c io n  d eb e  e s t a r  e n t r e  4 ,3  a 4 ,7 .
6 . -  T am pon 0 ,  1 M d e  fo s fa to s  d e  pH -  7 ,5
A ) P e s a r  e x a c ta m e n te  1 6 ,7 3  g -  d e  fo s fa to  b ip o tâ s ic o  en
un  v a so  d e  250 m i . D is o lv e r  en  200 m l .  d e  ag u a  y -
p a s a r  a un v a so  d e  1 l i t r o .
B) P e s a r  e x a c ta m e n te  0 ,5 2 3  g .  d e  fo s fa to  m o n o p o ta s ic o  
en  un v a s o  p e q u e n o . D is o lv e r  en  200 m l .  d e  ag u a  y -
a n a d ir  a l v a so  de  1 l i t r o  a n t e r io r .
M e z c la r  b ie n .
C ) A ju s t a r  e l pH h a s ta  7 ,5  co n  â c id o  fo s fo r ic o  r e a c t iv o  
( a l  85%) . Son n e c e s a r ia s  una s  20 g o ta s  d e  e s t e  â c id o .
D ) P a s a r  to d o  a  un m a t r a z  a fo ra d o  d e  1 l i t r o  y  e n r a s a r  
a v o lu m en  co n  agua  .
7 . -  H em o g lo b in a  e m p le a d a  :
H em o g lo b in a  b o v in a  m a rc a  " S ig m a " , d e  la  "S ig m a C h e m i­
c a l  C o m p a n y " , S an  L u is , M is s o u r i ,  U SA , co n  th y m e ro s a l
ya a d ic io n a d o , co m o  c o n s e r v a d o r .
8 . -  S u s t r a to  d e  H em o g lo b in a  d e s n a tu r a l i z a d a :
A ) P e s a r  e x a c ta m e n te  2 ,2  g .  d e  h em o g lo b in a  y 36 g . d e  —
-  126 -
u irea  ( M ERCK) . A un v a s o  d e  250 m l .  p a s a r  a p r o x im a -  
d a m e n te  u n o s  15 g .  d e  u r e a , ya p e s a d o  a n t e r i o r m e n t e , 
y  d e s p u é s  la  h e m o g lo b in a ; m e z c la r  b ie n  y lu e g o  a n a d ir  
la  u r e a  r e s t a n t e .  A n a d ir  u n o s  50 m l .  d e  a g u a  y  a g i t a r  
h a s ta  su  d is o lu c io n ,  p a s a n d o s e  a un  m a t r a z  v o lu m é tr ic o  
d e  100 m l .  D e ja r  e s t a  s o lu c io n  a  la  t e m p e r a t u r a  a m b ie n  
t e .
B) A n a d ir  8 m l .  d e  N aOH  1 N , y  d e s p u é s  l l e v a r  a l  v o lu m e n  
d e  100 m l . c o n  a g u a  d e s t i l a d a .
C ) P a s a r  a un  m a t r a z  E r le n m e y e r  co n  ta p o n  e s m e r i l a d o  y 
d e j a r  la  s o lu c io n  e n  re p o s o  u n o s  3 0 -4 5  m in u to s  p a r a  su  
d e s n a t u r a l i z a c io n .
D ) P a sa d o  e s t e  t ie m p o  a g r e g a r  10 m l .  d e  fo s fa to  m o n o p o ta ­
s ic o  1 M y 4 g .  d e  u r e a .  A g i ta r  h a s ta  la  c o m p lé ta  d is o -  
lu c io n .
"E) C o n s e r v a r  la  s o lu c io n  s u s t r a t o  no m â s  d e  10 d fa s  en  -  
n e v e r a  o  t e m p e r a t u r a  in f e r io r  a  5Q C .
9 . -  M u e s t r a s  :
L as m u e s t r a s  d e  f e r m e n ta c io n  s e  f i l t r a n  con  s u p e r c e i  p a r a  
o b te n e r  c a ld o s  t r a n s p a r e n t e s .  L as d i lu c io n e s  s e  h a c e n  con
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b u ffe r  de  fo s fa to s  0 ,  1 M . L as m u e s t r a s  s o l id a s  s e  d is u e lv e n
I
con tam p o n  d e  fo s fa to s  0 ,1  N y s e  a g i ta n  en  un a g i ta d o r  m ag- 
n é tic o  p o r  e s p a c io  d e  15 m in u to s .  S e  f i l t r a .
L as d ilu c io n e s  a p ro p ia d a s  so n  a q u e i la s  q u e  d an  una d e n s id a d  
o p tic a  c o m p re n d id a  e n t r e  0 ,  150 â 0 ,3 0 0  m ^ .
1 0 .-  P ro c e d im ie n to
1 . -  P r é p a r a r  tu b o s  N e s s l e r  g ra d u a d o s  a 25 m l .
2 . -  A n a d ir  a urio de  e l lo s  5 m l . d e  s u s t r a t o ,  m ed id o s  e x a c ­
ta m e n te  y c o lo c a r  en  un b an o  te r m o r r e g u la d o  a 259 
( Î  0 ,2 9  C . )
3 '.-  A n a d ir  1 m l . d e  la  so lu c iô n  p ro b le m s  ( a p r o x .  u n as
2 .0 0 0  u . ) , e n r a s a r  h a s ta  25 m l .  co n  H^O d e s t i l a d a ,  a 
259 C . A g i ta r .
4 . -  El p e r io d o  d e  in cu b ac iô n  e s  d e  e x a c ta m e n te  10 m in u to s , 
a p a r t i r  d e l e n r a s e  d e  la s o lu c iô n .
5 . -  T r a n s e u r r id o s  lo s  10 m in u to s  d e  in c u b a c iô n  v e r t e r  la  
so lu c iô n  s o b re  10 m l .  de  â c id o  t r ic lo r o a c é t i c o  a l 5%.
6 . -  D e ja r  en  re p o s o  la  so lu c iô n  d u r a n te  30 m in u to s . P asado  
e s t e  t ie m p o , f i l t r a r  y l e e r  d e s p u é s  a 280 rnp f r e n te  a un 
b la n c o  , cuya p re p a ra c iô n  e s  la  s ig u ie n te  :
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B lanco  :
1. En un tubo  N e s s l e r  a n a d ir  5 m l .  d e  s u s t r a t o  e x a c ta  m en  
te  m ed id o  y c o lo c a r  en  e l  b an o  te r m o r r e g u la d o  a  25Q 
( t  0 ,2 9  C . )
2 . A n a d ir  10 m l .  d e  â c id o  t r i c lo r o a c é t i c o  a l 5% q u e  e s t a r â  
ta m b ié n  a 2 5 9 . A g i ta r .
3 . -  A n a d ir  1 m l .  d e  so lu c iô n  p r o b lè m e .  A g i t a r .  S e  e n r a s a  
a 25 m l . co n  ag u a  d e s t i la d a  a 259 C .
4 . -  P e r io d o  d e  in c u b a c iô n  d e  10 m in u to s  e x a c ta m e n te ,  a 
p a r t i r  d e l m o m en to  q u e  s e  e n r a s ô  la  s o lu c iô n .
5 . -  T r a n s c u r r id o s  lo s  10 m in u to s  d e  in c u b a c iô n , s e  v ie r te  
la  s o lu c iô n  s o b r e  10 m l .  de  ag u a  d e s t i l a d a .
6 . -  D e ja r  en  r e p o s o  la  so lu c iô n  d u ra n te  30 m in u to s ,
7 . -  P a sa d o  e s t e  t ie m p o , s e  p ro c é d é  a f i l t r a r .
1 1 .-  V a lo ra c io n
P a ra  la  v a lo r a c io n ,  A n so n  u t i l iz a  la  c o lo r im e t r f a  e m p le a n  -
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do c o m o  r e a c t iv o ,  fe n o l ,  p r e p a r a d o  d e  a c u e rd o  con  F o lin  y 
C e o c a l te a u  ( 1 9 2 7 ), ( 5 0 ) .
N o s o tr o s  h e m o s  e m p le a d o  e l  m é to d o  e s p e c t r o f o to m é t r ic o  ha- 
c ie n d o  la  l e c tu r a  en  un e s p e c t r o f o tô m e t r o  BECKMAN DU a  -  
una  lo n g itu d  d e  onda  d e  280^ m .
1 2 . -  C a lc u le s
P ro d u c to s  s o l id o s  :
La d e n s id a d  o p tic a  o b te n id a  s e  l le v a  a la  r e c t a  d e  c a l ib r a c io n  
d e  t i r o s i n a  p a ra  h a l l a r  lo s  m c g . d e  t i r o s in a  l i b e r a d o s .
m c g .  T iro s in a  l lb e r a d o s  x 35  ^ A n so n  a  25=
m g . m u e s tr a  p o r  m l .  C /m g
M u e s t r a s  d e  Ifq u id o s  :
m c g . T iro s in a  l ib e ra d o s  x 35 x d ilu c iô n  = U n id a d e s  A n so n  a 
259 C / m l .
"N o s o tr o s  d é f in im o s  co m o  u n id ad  A n so n  ( U .A . )  la  c a n tid a d  
d e  e n z im a  q u e , in cu b ad a  d u r a n te  10 m in u to s  a  259 C . (-  0 ,2 )  
co n  la  h e m o g lo b in a  p re v ia m e n te  d e s n a tu r a l iz a d a ,  l i b e r a  de  
e s t e  s u s t r a t o  1 m c g . d e  T i r o s in a " .
JilO
3 . 6 . 4 .  C o m p a ra c io n  e n t r e  lo s  d o s  m é to d o s
A l p ro d u c i r s e  e l  p a s o  a la  f â b r lc a ,  y v a r i a r  p o r  ta n to  
l a s  c o n d ic io n e s  d e  t r a b a jo  hubo  q u e  c o n s id e r a r  d e s d e  d is t in to  pun to  -  
de v is ta  lo s  r e s u l ta d o s  d e  la  v a lo r a c io n  d e  la  p r o te a s a  se g û n  e l M é to ­
do A n so n  o  e l  M éto d o  d e  " p e z u n a "  a n te r io r m e n te  d e s c r i t o .  Se lle g o  a 
la  c o n c lu s io n  d e  q u e  e r a  m â s  p ro v e c h o s o  s u s t i t u i r  e l  m é to d o  d e  " p e ­
zu n a"  p o r  e l  d e  A n s o n , p o rq u e  e l  a n â l i s i s  d e  una m u e s t r a  s e  r e a l i z a -  
ba en  e l  p la z o  d e  3 h o r a s ,  co n  una  r e p r o d u c tib i l id a d  a p ro x im a d a  d e  -
u n i  0,5%  m ie n t r a s  q u e  con  e l m é to d o  d e  "p e z u n a "  s e  n e c e s i ta n  u n a s
19 h o ra s  y una p r e c i s io n  a p ro x im a d a  a l  - 19,0% .
El c a m b io  d e  m é to d o  sU puso  una m a y o r  co m o d id a d  d e  
d e  c â lc u lo  p a r a  la  d e te r m in a c io n  d e  u n id a d e s ,  c u y o s  f a c to r e s  de  e q u i­
v a le n c ia  e x p é r im e n ta le s ,  s e  e x p re s a n  a  c o n tin u a c io n  :
En c a ld o  c o s e c h a d o  1 u n id ad  pezu n a  - 1 ,8 8  U . A nson
En c a ld o  f i l t r a d o  1 " " = 2 ,2 0  U . "
En e n z im a  c ru d o  1 " " = 2 ,6 3  U . "
En e n z im a  p u ro  d e  u n a s
2000 U .A . I " -  3 , 13 ü  . "
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No s e  c o n o c e  la  c a u s a  d e  la  d lf e r e n c ia  d e  f a c to r e s  en  la s  
d i s t i n ta s  f a s e s  d e  p r o c e s o .
L os r e n d im ie n to s  p ro m e d io s  d e  lo s  p r o c e s o s ,  e x p r e s a — 
d o s  en  a m b a s  u n id a d e s  so n :
U n id a d e s  F a c to r  d e  t r a n s f o r -  
m a c iô n  en  u n id a d e s  
P ezu fia  A nson  A n s o n .______________
C a ld o  c o s e c h a d o /c a ld o  f i l t r a d o  58 ,6%  74,1%  1 ,2 7
C a ld o  c o s e c h a d o /e n z im a  c ru d o  33,9%  51,1%  1 ,5 5
E n z im a  c r u d o /e n z im a  p u ro  -  55,8%  -
(2 0 0 0  U .A .  )
Se ha  e s t im a d o  c o m o  m â s  c o n v e n ie n te  e x p r e s a r  to d o s  
lo s  r e s u l t a d o s  en  u n id a d e s  A nson  y a  q u e  h a s ta  e l m o m e n to , no  s e  ha  
e n c o n tr a d o  n in g u n a  ra z o n  e x p e r im e n ta l  en  c o n t r a .
A p e s a r  d e  lo s  r a z o n a m ie n to s  a n t e r i o r e s ,  no  s e  d e b e  
o lv id a r  q u e  e l m é to d o  A nson  no e s  e s p e c i f ic o  p a r a  la  p r o te a s a  CEPA 
y q u e  a d e m â s ,  c o m o  la  e s t im a c iô n  c u a n t i ta t iv a  d e p e n d e  d e  la  v e lo c i ­
d ad  d e  r e a c c iô n  p a ra  d e g r a d a r  la  h e m o g lo b in a  a  t i r o s i n a ,  c o n v ie n e  t e -  
n e r  en  c u e n ta  q u e  p e q u e n a s  v a r ia c io n e s  en la  té c n ic a  o p e r a to r i a  o d e  
a lq u n o s  im p o n d e ra b le s  en lo s  m e d io s  d e  r e a c c iô n ,  pueden  a l t e r a r  lo s  
r e s u l t a d o s ,  p o r  lo  q u e  e s  a c o n s e ja b le  q u e , en  c a s o s  d e  d u d a , s e  d i s -  
ponga d e l m é to d o  d e  "p e z u n a "  p a ra  a c l a r a r  c u a lq u ie r  r e s u l ta d o  q u e  s e  
c o n s id é r é  a n o r m a l .
3 .6 .5  M éto d o  d e  d e te r m in a c io n  d e  a z ù c a r  (5 1 )
S a c a ro s a
J le a c tiv o s
A c e ta to  d e  p lo m o  20%
S u lfa to  sô d ic o  20%
A c id o  , c lo r h id r ic o  1 ,2  N .
H id ro x id o  sô d ic o  1 ,2  N .
A c id o  p fc r ic o  0,5%
C a rb o n a to  s ô d ic o  20%.
P re p a r a c iô n  d e  la  C u rv a  :
P e s a r  4 g r a m o s  d e  s a c a r o s a  y d is o lv e r  e n  1 .0 0 0  m l 
d e  a g u a  d e s t i l a d a .
De e s t a  d ilu c iô n  p o n e r  e n  m a t r a c e s  d e  50 m l . ;
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10 m l . e n  e l  19 
20 m l .  en  e l  29 
30 m l . en  e l 39 
40 m l .  en  e l 49 
50 m l . en  e l  59
-E n ra s a r  co n  agua  d e s t i la d a  y m e z c la r  
D e c a d a  m a t r a z  s e  c o g e n  25 m l .  p a r a  la  d e fe c a c iô n  y 
s e  s ig n e  la  r u t i n a .
D efecaciôn ; h id r o lis is ;r ea c c iô n  c o lo r .
C o g e r  3 m l .  d e  c a d a  tu b o  y e c h a r  e n  un  m a t r a z  d e  25 
m l .  E n r a s a r  co n  ag u a  d e s t i la d a  y m e z c l a r .  L e e r  en  e l e s p e c t ro fo tô  -  
m é t ro  BECKMAN B, a 455 n ^ .
En p a p e l m i l im e t r a d o  r e p r e s e n t a r  l a s  l e c tu r a s  s a b ie n -  
do  q u e  a la  d ilu c iô n  1 0 /5 0  c o r r e s p o n d e n  0 ,0 8  g r a m o s  % s a c a r o s a .
" 2 0 /5 0  " 0 ,1 6 0  " " "
3 0 /5 0  " 0 ,2 4 0
4 0 /5 0  " 0 ,3 2 0  " " "
5 0 /5 0  " 0 ,4 0 0
P ro c e d im ie n to  :
P r im e r a m e n te  f i l t r a r  e l c a ld o  d e  f e r m e n ta c io n . D e f e c a r :
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25 m l . d e  c a ld o  f i l t r a d o  
5 m l-  d e  a c e ta to  d e  p lom o  20%
5 m l .  d e  s u l fa to  s ô d ic o  20%
A g ita r  y f i l t r a r ,  h id r o l i s i s :
1 m l .  d e  c a ld o  d e fe c a d o  y f i l t r a d o
2 m l .  d e  â c id o  c lo r h fd r ic o  1 ,2  N
L le v a r  a l  b an o  d e  a g u a  h i r v ie n te  30 m in u to s . E n f r ia r  
con  a g u a  c o r r i e n t e .  A n a d ir  2 m l-  d e  h id ro x id o  s ô d ic o  1 ,2  N .
R eacc iô n  d e  c o lo r :
( 3 m l . d e  a g u a  d e s t i la d a
(
B lanco  ) 3 " " â c id o  p ic r ic o  0,5%
(
( 3 " " c a rb o n a to  s ô d ic o  20%
( 3 m l .  d e  so lu c iô n  h id ro liz a d a
(
M u e s -  ) 3 " " â c id o  p fc r ic o  0,5%
t r a .  (
( 3 " " c a rb o n a to  s ô d ic o  20%
L le v a r  lo s  d o s  tu b o s  a l b an o  d e  ag u a  h i r v ie n te  15 m i­
n u to s .  E n f r i a r .  P ip e te a r  d e  c a d a  tu b o  3 m l .  a  un m a t r a z  d e  25 m l . -  
e n r a s a r  con  ag u a  d e s t i l a d a  y  m e z c la r .  L e e r  la  m u e s tr a  f r e n te  a l b la n ­
co  en  e l e s p e c to fo to m e tr o  BECKMAN B, a 455 m ^
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L le v a r  la  l e c tu r a  a  la  c u r v a .  Se o b tie n e  % d e  s a c a r o s a .
G lue  o sa  
P ro c e d im ie n to  :
F i l t r a r  el c a ld o  d e  f e r m e n ta c io n .  D e fe c a r :
25 m l . d e  c a ld o  f i l t r a d o  
5 m l .  d e  a c e ta to  d e  p lo m o  2 Ç p f o  
5 m l .  d e  s u l f a to  s o d ic o  20%
R eacc iô n  d e  c o lo r :
{ 3 m l .  d e  ag u a  d e s t i la d a
(
B lanco  ) 3 " " â c id o  p ic r ic o  0,5%
(
( 3 " " c a rb o n a to  sô d ic o  20%
( 3 " " c a ld o  d e fe c a d o  y f i l t r a d o
(
M u e s tra )  3 " " â c id o  p ic r ic o  0,5%
(
( 3 " " c a rb o n a to  s ô d ic o  20%
P o n e r en b an o  d e  a g u a  h i r v ie n te  d u ra n te  15 m in u to s .  
P a sa d o s  15 m in u to s  s a c a r  d e l b an o  y e n f r i a r  en  ag u a  c o r r i e n t e .  U na 
vez  f r io  y  en m a t r a z  h a c e r  la  d ilu c iô n  seg û n  la  c o n c e n tra c iô n -  P a ra ;
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c o n c e n tra c iô n 0,04%  - 0 ,08% . 3 m l . en  m a t r a z  d e 10 m l .
0,05%  - 0 ,20% . 3 " 25 m l .
0,10%  - 0 ,40% . 3 " 50 m l .
0,20%  - 0 ,80% . 3 '• 100 m l .
L e e r  en e l  e s p e c t r o f o to m e t r o  BECKMAN B , a 455 n y i , 
f r e n te  a l  b la n c o ,  con  ig u a l d ilu c iô n  q u e  la  m u e s t r a .
C â lc u lo s  :
P a ra  d ilu c iô n  3 /1 0 .  L e c tu r a  x 0 ,0 9 4  -  g r a m o s  %
" " 3 /2 5 .  " X 0 ,1 9 5  =
" " 3 /5 0 -  " X 0 ,3 5 6  =
3 /1 0 0 .  " X 0 ,6 8 0  =
j n
3 . 6 . 6 .  M é to d o  d e  d e te r m in a c io n  d e l pH .
P a ra  la  m e d id a  d e l pH . e n  to d a s  l a s  d e te r m in a c io n e s  
n e c e s a r i a s ,  s e  h an  u ti l iz a d o  p H .- m e t r o s  d e  p r e c i s io n  c o m o  lo s  BECK­
MAN m o d e lo s  G . y H .
E s to s  a p a r a to s  te n ia n  e le c t r o d o s  d e  v id r io  y c a lo m e la -  
n o s ,  co n  un  ra n g o  d e  m e d id a  d e  p H . d e  0 ,0 0  -  1 4 ,0 0  (1  0 ,0 1  ) .
N o s e  d e ta l la n ,  n i s e  ex p o n e  su  fu n c io n a m ie n to , p o r  s e r  
de  s o b r a  co n o c id o  su  m a n e jo  y e x a c t i tu d  de  m e d id a .
1 . 6 . 7 .  M éto d o  d e  d e te r m in a c io n  d e l p e s o  s e c o  d e l 
M ic e lio
M éto d o  C .E -P .A  . ( 52 )
P ro c e d im ie n to  :
T a r e r  e l  p a p e l d e  f i l t r o .  F i l t r a r  p o r  d u p lic a d o  e n  un 
e m b u d o  B u ch n er 50 m l .  d e  c a ld o  (b ie n  a g i t a d o ) . L a v a r  la  to r t a  con 
50 m l .  d e  ag u a  d e s t i la d a  a c id u la d a  co n  1 ,5  m l .  d e  â c id o  s u l f û r i c o  
c one en  t r a d o .  L a v a r  d e s p u é s  con  50 m l .  d e  a g u a  d e s t i l a d a .
R e c o g e r  la  t o r t a  lo  m â s  s e c a  p o s ib le  y p o n e r la  en una  
c â p s u la  lle v â n d o la  a  la  e s tu fa  a  1009 C . S a c a r la  5 6  6 h o r a s  d e s p u é s  
y p o n e r la  a  e n f r i a r  en un d e s e c a d o r . P e s a r  en b a la n z a  d e  p r e c i s io n .
C âlcu los:
Se r e s t a  la  t a r a  d e l p e s o  d e  c a d a  d u p lic a d o ,  s e  h a l la  
la  m e d ia  y  e l v a lo r  o b ten id o  d e  é s t a , s e  m u ltip lic a  p o r  2 ,  q u ed an d o  
e x p re s a d o  e l p e s o  s e c o  d e  m ic e l io  en  % ( m g / m l ) .  P e so  m ic e l io  p o r  
v o lu m e n . ( P .M .V . )
3 . 6 . 8 .  M éto d o  e s ta d x s tic o  .
E s tu d io  e s ta d f s t ic o  d e  lo s  r e s u l ta d o s  ( 5 3 ) .
C on lo s  r e s u l ta d o s  o b te n id o s  en l a s  e x p e r ie n c ia s  d e  
f e r m e n ta c io n ,  s e  h iz o  un e s tu d io  e s ta d x s t ic o ,  t r a ta n d o  d e  d e te r m i n a r  
v a lo r e s  fu n d a m e n ta le s  ta l e s  c o m o  v a lo r  m e d io , l im i te  s u p e r io r  e  in 
f e r i o r  d e l v a lo r  m e d io , d e sv ia c io n  d e  la  m e d ia  y e l in d ic e  d e  v a r i a -  
b i l id a d .
Se ha  t r a b a ja d o  con lo s  v a lo r e s  d e  la  " t d e  S tu d e n t" ,  
s ig n if i c a t iv e s  e n t r e  d o s  m u e s t r a s  m é d ia s ,  p a r a  un l im i te  d e  c o n f ia n -  
z a  d e l 95% y en  funciôn  d e  lo s  g r a d e s  d e  l i b e r t a d  n - 1 ,  s ie n d o  n ,  e l n u ­
m é r o  d e  d e te r m in a c io n e s  e f e c tu a d a s .
Se re s u m e n  lo s  s ig n e s  c o n v e n c io n a le s  e m p le a d o s  en  l a s  
ta b la s  d e  r e s u l ta d o s  d e  d a to s  e s t a d i s t i c o s , co m o  in te rp re ta c iô n  d e  lo s  
m i s m o s .
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n . -  N u m é ro  d e  m u e s t r a s  
X . -  M edia
X + t d s . -  L im ite  s u p e r io r  d e  la  m e d ia  
X -  t d s . -  L im ite  in f e r io r  d e  la  m e d ia  
d s x . - D e s v i a c iô n  d e  la  m e d ia
I V .% .-  In d ic e  d e  v a r ia b i l id a d  en  ta n to  p o r  c ie n to .
l h \
4- RESULTADQS
Se ban  a g ru p a d o  seg u n  e l o rd e n  d e  l a s  m is m a s  lo s  r e -  
s u l ta d o s  d e  l a s  p ru e b a s  y e x p e r ie n c ia s  r e a l t z a d a s .  Se s e n a la n  en  c a d a  
p ru e b a  l a s  v a r i a b le s  in t ro d u c id a s  d e  a c u e r d o  con  lo s  d a to s  q u e  s e  ib an  
o b te n ie n d o .
Se c o m e n ta n  lo s  r e s u l ta d o s  y s e  ex p o n en  en fo r m a  g r à -
t
f ic a  y e s t a d f s t i c a ,  p a ra  la  px jnderacion  d e  lo s  d a to s  y su  v a lo r a c iô n  en 
la in v e s tig a c iô n  r e a l i z a d a .
FERMENTACION DE ENZIM AS PROTEOLITICOS EN MATRA-
CES.
P ru e b a s  con m ed io  Q . (T e s t ig o ) .
Se ha to m ad o  c o m o  pun to  d e  p a r t id a  u n a  m o d if ic a c io n  
d e l m edio  d e  N ic k e r s o n ,  (1 1 ) , a l que  d e n o m in a m o s  M ed io  Q . y q u e  
em  pi ea rn  o s  c o m o  T e s tig o , La m o d if ic a c io n  c o n s i s te  en  u t i l i z e r  p e -  
zuna  m o l Ida  a l  4% co m o  m a te r ia l  p ro te ic o  y a u m e n ta r  l a s  c a n t id a d e s  
d e  a lg u n a s  s a l e s .
En la  c u rv a  1 , p ro m e d io  d e  12 p ru e b a s  d e  fe rm e n ta c io _  
n e s  en  m a t r a c e s , s e  puede  o b s e r v a r  la  év o lu e  ion d e  la  a c tiv id a d  q u e -  
r a t in o l i t ic a  en U Q /m l,  de l pH y d e l c o n su m o  de  a z u c a r  d u ra n te  la  -  
fe rm e n ta c io n  con  e l m ed io  Q .
La p r im e r a  v a lo ra c iô n  d e  la  a c tiv id a d  q u e r a t in o l i t ic a  
s e  h iz o  a  l a s  24 h o ra s  d e l p r o c e s o ,  con  e l v a lo r  p ro m e d io  d e  485 U Q / 
m l .
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En la s  s ig u ie n te s  v a lo r a c io n e s , e fe c tu a d a s  a  l a s  2 4 , 3 6 , 
4 8 , 6 0 , 80 y 96 h o ra s  s e  a p r e c ia  un a u m e n to  en lo s  v a lo r e s  o b te n id o s ,  
que  a l  f in a l d e  la  f e r m e n ta c io n ,  l le g a  a  1 .1 6 3  U Q /m l.
Se h ic ie ro n  ta  m b ien  d e te r m in a c io n e s  d e l c o n s u m o  d e  -  
a z u c a r  d u ra n te  el p ro c e s o -  Al c o m ie n z o ,  0 h o r a s ,  d iô  2 6 ,0  m g / m l .  -  
d e  a z u c a r  ( p a r a  3 0 ,0  m g /m l .  en e l m e d i o ) , d ic h a  c a n tid a d  fu e  d i s m i -  
nuyendo  h a s ta  v a lo r e s  in a p r e c ia b le s  a  l a s  96 h o ra s  d e  f e r n e n ta c io n . -  
Es d e c i r ,  a  lo  la r g o  d e l p ro c e s o  s e  c o n s u m iô  todo  e l a z u c a r .
La e v o lu c iô n  d e l p H , a p ro x im a d a m e n te  7 ,0  a l  c o m ie n ­
zo  d e  la  f e r m e n ta c io n , t ie n e  u n a  b a ja d a  a  la s  12 h o r a s  d e  p ro c e s o  11e- 
g an d o  a  v a lo r e s  p rô x im o s  a  6 ,0 .  A p a r t i r  d e  e s t e  m o m e n to  s e  in ic ia  
una  s u b id a  y a  la s  48 h o r a s  s e  s i tu a  en v a lo r e s  d e  8 ,0  q u e  s e  m a n t ie n e ,  
o s e  e le v a n  h a s ta  el f in a l d e l p r o c e s o .
En la  ta b la  1 , s e  in c lu y en  lo s  d a to s  e s t a d f s t ic o s  d e  la s  
12 p ru e b a s  d e  fe rm e n ta c io n  r e a l iz a d a s  en  m a t r a c e s .
CUIIVA 1
Fermentacion de enximas p r o te o lîtic o s  en matraces 
Medio Q.
Actividades q u era tin o litica s-
3 00 0
2 5 0 0
PH
30
J J
500
HORAS
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TABLA 1
Fermentacion de enzimas p r o te o lît ic o s  en matraces. 
Medio Q.
A ctividades q u e r a t in o lît ic a s .
Datos e s ta d ls t ic o s .
Variable x-td s X x+tds dsx I.V.%
Fermentacion
Matraces 1 2 90 2 1.163 1.424 1 1 8 35
FERMENTACION DE ENZIM AS PROTEOLITICOS EN
PLANTA SEMIPILOTO.
P ru e b a s  coh m e d io  Q . (T e s t ig o )
S lg u ien d o  la s  c o n d ic io n e s  s ta n d a rd  d e  t r a b a jo  p a r a  lo s  
f e r  m en ta d o r  e s  d e  8 l i t r o s ,  s e  c o m e n z a ro n  l a s  p ru e b a s  c o m p ro b a n d o -  
s e  a n te s  lo s  in ô c u lo s , m e d io s  y  d e m â s  c o n d ic io n e s  d e l p r o c e s o .
En la  c u rv a  2 ,  p ro m e d io  d e  20 p ru e b a s  d e  fe r m e n ta c io n  
en  P lan ta  S e m ip ilo to  p a ra  la  p u e s ta  a  p u n to  d e l p r o c e s o ,  s e  p u ed e  s e -  
g u ir  e l c u r s o  d e  la  m is m a  e m p le a n d o  e l m ed io  Q . , q u e  al ig u a l q u e  en 
e l l a b o r a to r io ,  to m a m o s  c o m o  te s t ig o .
L as v a lo r a c io n e s  r e a l i z a d a s  s o b r e  la  a c tiv id a d  q u e r a t i -  
n o lf t i c a ,  U Q /m l . ponen d e  m a n i f ie s to  un a u m e n to  p r o g r e s iv o  a lo  l a r ­
go  d e  todo  e l p r o c e s o ,  con un v a lo r  m â x im o  d e  1 ,5 4 0  U Q /m l. , a  la s  
72 h o r a s .  A p a r t i r  d e  e s t e  v a lo r ,  s e  m a n if ie s ta  una d is m in u c iô n  q u i­
z e s  d e b id a  a la  p o ca  e s ta b i l id a d  d e l e n z im a  a  lo s  a l to s  pH a lc a n z a d o s .
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El m ed io  Q . , te n ia  un pH in ic ia l  d e  7 ,2 - 7 ,3  d e s p u é s  d e  
e s t e r i l i z a r .  A la s  12 h o ra s  e l pH d e l c a ld o  d e  fe rm e n ta c io n  e r a  l i g e r ^  
m e n te  m a s  b a jo -  En l a s  s ig u ie n te s  m e d id a s  r e a l iz a d a s  a  la s  2 4 , 3 6 , -  
48 y 60 h o r a s ,  s e  o b s e r v é  un in c r e m e n to  d e l m ism o , p a r a  a lc a n z a r  a l 
fin a l d e l p r o c e s o ,  a  l a s  72 h o r a s ,  un v a lo r  d e  8 ,5 .
En c u a n to  a l  c o n te n id o  d e  a z u c a r  en  e l m e d io , s e  o b s e r ­
va un ré p îd o  d e s c e n s o  d u ra n te  la s  24 p r i m e r a s  h o r a s ,  h a b ié n d o s e  ccm 
su rn id o  p r â c t ic a m e n te  to d o  e l a z u c a r  a  l a s  36 h o ra s  d e l p ro c e s o  d e  f e r ­
m e n ta c io n  .
En la  ta b la  2 ,  s e  ex p o n en  lo s  d a to s  e s ta d f s t ic o s  d e  e s t a s
p r u e b a s .
I U Q /m l 
- 3G0Â
3 0 0 0
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Fermentaciôn de enzimas p r o te o lît ic o s  en Planta Sem ipiloto, 
Medio Q.
A ctividades q u e ra tin o lîtica s .
- 2 5 0 0
2 0 0 (
-500
HORAS
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TABLA 2
Fermentaciôn de enzimas p r o te o lît ic o s  en Planta Sem ipiloto. 
Medio Q.
A ctividades q u e r a t in o lît ic a s .
Datos e s ta d îs t ic o s .
Variable n x -td s X x+tds dsx I , V . %
Fermentaciôn 
P. Sem ipiloto 2 0 1.443 1.540 1 . 6 3 6 46 13
ir<?
FERMENTACION DE ENZIM AS PROTEOLITICOS EN PLAN­
TA SEMIPILOTO.
S e le c c iô n  d e  m e d io s  d e  c u l t iv o .
M e d io s , Q , ( T e s t ig o ) ,  O S , Q S -1 , Q S -2  y Q S -6
En l a  P lan ta  S e m ip ilo to  s e  en sa y  a r  on n u m e r o s o s  m e d io s  
d e  c u lt iv o  p a r a  s e le c c io n a r  e l m â s  a p ro p ia d o .
L as  c o n d ic io n e s  en  q u e  s e  r e a l iz a r o n  e s to s  p r o c e s o s  -  
fu e ro n  la s  d e  ru t in a  p a r a  e s to s  f e r m e n ta d o re s  ; 28Q C d e  te m p e r a tu r a ;  
un a  a ir e a c io n  d e  0 ,5  l i t r o s  p o r  l i t r o  d e  m ed io  d e  c u l t iv o ,  p o r  m in u to  
y 600 r . p . m .  d e  a g i ta c io n .
A lo  la r g o  d e  todo  e l p ro c e s o  s e  h ic ie ro n  v a lo r a c io n e s  
d e  l a s  a c t iv id a d e s  c a d a  d o c e  h o ra s  a  p a r t i r  d e  la s  3 6 , o b s e rv à n d o s e  
q u e  la s  m à x im a s  s e  o b ten ian  e n t r e  la s  7 2 -9 6  h o r a s ,  c o m o  s e  p u ed e  
v e r  en la  c u rv a  3 , q u e  r e p r é s e n ta  la  ev o lu c iô n  d e  l a s  a c t iv id a d e s  a  lo  
la r g o  d e l p r o c e s o .
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El m e d io  Q . s e  m o d if ic ô  en  su  c o m p o s ic iô n  in ic ia l c o m -  
p o n ien d o  lo s  m e d io s  Q S; Q S -1 ; Q S -2  y Q S -6 , con lo s  q u e  s e  a lc a n z a — 
ro n  a c t iv id a d e s  c u y o s  v a lo r e s  p ro m e d io ,  s e  exponen  en la  ta b la  3 .
En la  g r â f ic a  3 , s e  r e p r e s e n ta n  la s  a c t iv id a d e s  p ro m e ­
d io  y m a r g e n e s  d e  c o n f ia n z a  d e  lo s  c in c o  g ru p o s  d e  fe rm e n ta c iô n  e n -  
s a y a d o s . C o m o  p u ed e  v e r s e  no  e x is te n  g ra n d e s  d i f e r e n c ia s  e n t r e  la s  
a c t iv id a d e s  p ro m e d io  o b te n id a s  con lo s  d i f e r e n te s  m e d io s  d e  c u l t iv o .
No o b s ta n te ,  c o m o  con  e l m e d io  Q S-6 s e  o b tu v ie ro n  la s  
a c t iv id a d e s  m a y o r e s , s e  d e te r m in e  a d o p ta r ,  h a s ta  n u e v a s  e x p e r ie n c ia s .  
e s t e  m e d io  d e  c u l t iv o .
3 5 0 b
CURVA 3
Fermentacion de enzimas p r o te o lît ic o s  en Planta Sem ipiloto  
S elecciôn  de Medios de c u lt iv o .
Medios Q. (T estigo ); QS; QS-1; QS-2 y QS-6 .
Actividades Q u er a tin o lîtic a s .
3 0 0 0
2 5 0 (
Q S'1
1 5 0 0
500
M 0 R Â 5  2/i
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TABLA 3
Fermentaciôn de enzimas p r o te o lît ic o s  en Planta Sem ipiloto. 
S elecciôn  de Medios de c u lt iv o .
Medios Q, (T estigo ); QS; QS-1; QS-2 y QS-6 .
Actividades Q u er a tin o lîtic a s .
Datos e s ta d îs t ic o s .
Variable n x -td s x+tds dsx I.V.%
Medio Q 
(T estigo) 21 1.439 1 . 5 8 2 1 . 7 2 6 68 19
Medio OS 18 1.466 1.640 1.814 82 21
Medio QS-1 16 1 .6 3 8 1 .8 3 4 2 . 0 3 1 92 2 0
Medio QS-2 17 1 . 5 9 6 1.869 2.143 128 28
Medio QS- 6 14 1 .7 8 1 1 . 9 9 6 2 . 2 1 1 99 18
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GRAFICA 3
Fermentaciôn de enzimas p r o te o lît ic o s  en P lanta Sem ipiloto, 
S elecciôn  de Medios de c u lt iv o .
Medios Q, (T estigo); QS; QS-1; QS-2 y QS-6.
A ctividades Q u era tin o lîtica s.
Representaciôn de la  tabla 3*
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FERMENTACION DE ENZIM AS PROTEOLITICOS EN PLAN- 
TA SEMIPILOTO.
E fec to  d e  la  te m p e r a tu r a  en  la  f e r m e n ta c io n .
F e rm e n ta c lo n e s  a  2 8 2 , 3 2 2 , 362 y  402 C .
L a s  tern  p e r a t u r a s  a  l a s  c u a le s  r e a l iz a m o s  el e n sa y o  -  
fu e ro n  l a s  d e  282 C , 322 C , 362 C y 402 C , o b s e rv à n d o s e  q u e  p a ra  el 
c a s o  d e  l a s  a c t iv id a d e s  q u e r a t in o l î t i c a s  U Q /m l,  e l v a lo r  m â x im o  s e  -  
a lc a n z a  a 402 C -
D el m is m o  m odo  s e  co m  p ru e b a  que  e s t a  te m p e r a tu r a  - 
d e  402 C e s  la  o p tim a  p a ra  o b te n e r  e l v a lo r  m â x im o  d e  a c tiv id a d  h em o - 
q lo b in o lf t ic a , U A /m l.
En l a s  c u r v a s  4 y 5 , æ  p u ed e  v e r  c la r a m e n te  la  e v o lu ­
c iô n  d e  la s  a c t iv id a d e s  b e m o g lo b in ô lit ic a  y q u e ra t in o l i t ic a  a  lo  la r g o  
d e l p r o c e s o .  H ay una c l a r a  te n d e n c ia  en  e l in c r e m e n to  en  a m b a s  a c t i -
f
v id a d e s , con  e l a u m e n to  d e  la  te m p e r a tu r a  y d e l t ie m p o ; lo s  v a lo r e s
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m â x im o s  o b te n id o s  e ra n  a  402 C y 7 2 -9 6  h o ra s  en  a jn b o s  c a s o s .
En l a s  ta b la s  4 y 5 s e  exponen  lo s  v a lo r e s  p ro m e d io  
d e  l a s  a c t iv id a d e s  q u e r a t in o l î t i c a s , U Q /m l. y h e m o g lo b in o l i t i c a s  , 
U A /m l.  r e s p e c t iv a m e n te , o b te n id o s  con e l  m e d io  Q S -6  a  d i f e r e n te s  
t e m p e r a t u r a s .
En l a s  g r à f ic a s  4 y 5 ,  s e  r e p r e s e n ta n  lo s  v a lo r e s  p r o ­
m ed io  y m â r g e n e s  d e  c o n fia n z a  d e  l a s  a c t iv id a d e s  q u e r a t in o l î t ic a s  y 
h e m o g lo b in o l i t ic a s , r e s p e c t iv a m e n te .
L os v a lo r e s  p ro m e d io  o b te n id o s  en l a s  v a lo r a c io n e s  d e  
l a s  a c t iv id a d e s  q u e r a t in o l î t ic a s  y  h e m o g lo b in o lit ic a s  a  l a s  te m p e r a tu ­
r a s  d e  3 62  y 4 0 2  C son  m uy s e m e ja n t e s , p o r  lo  q u e  s e le c c io n a m o s  c o ­
m o te m p e r a tu r a  m â s  c o n v e n ie n te  la  d e  372 C , p o r  s e r  a p ro x im a d a m e n  
te  un v a lo r  m e d io  e n t r e  a m b a s  y e l q u e  p e r m i t i  a r e a l i z a r  un t r a b a jo  
m â s  c ô m o d o  a l  h a b e r  en e l l a b o r a to r io  c u a r to s  a c o n d ic lo n a d o s  a  e s t a  
t e m p e r a tu r a  p a r a  m e s a s  d e  a g i t a c ib n ,  in ô c u lo s , e s t e r i l i d a d e s , e t c - ,  
e t c .
CURVA 4
Fermentaciôn de enzimas p r o te o lît ic o s  en P lanta Sem ipiloto  
E fecto  de la  temperatura en la  ferm entaciôn.
Fermcntaciones a 285; 325; ^65  y 4o6 C.
A ctividades Q u era tin o lîtica s .
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TABLA 4
Fermentaciôn de enzimas p ro teo lîtic o s  en Planta Sem ipiloto. 
Efecto de la  temperatura en la  fermentaciôn.
Ferm entacionesa2 8 9 ;3 2 0 ; 360  y 4o@ C.
Actividades Q u eratinolîticas  
Datos e s ta d ls t ic o s .
Variable x - t d s X x + t d s d s x I.V.3é
289 C 1 5 1 . 6 7 7 1 .9 1 2 2.147 1 0 9 22
329 c 1 3 1 . 9 8 2 2 .5 5 3 3 .1 2 5 256 36
369 C 20 2.340 2.640 2 . 9 3 9 142 24
409 c 14 2 . 5 8 6 2 . 7 5 0 2.914 75 10
3.00C
Z50Î
z.ooc ;
1.500
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Ffmnontacion de enaimam p r o te o lît ic o s  en Planta Sem ipiloto. 
Efecto de la  temperatura en la  fermentacion.
Fe rmen tac i ones a 28(1 ; 320* 3GP y 40PC.
Actividades Q u era tin o lîticas .
Representaciôn de la  tabla A.
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CURVA 5
Fermentaciôn de enzimas p r o te o lît ic o s  en P lanta Sem ipiloto  
E fecto de la  temperatura en la  ferm entaciôn.
Fermentaciones a 2 8 0 ; 320; 3 G0 y 400 C.
Actividades H em oglobinolîticas.10.000
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TABLA 5
Fermentaciôn de enzimas p r o te o lîtic o s  en Planta Sem ipiloto. 
Efecto de la  temperatura en la  fermentaciôn.
Fermentaclones a 280^ 320; 3 6 G y 40Q C.
Actividades H em oglobinolîticas.
Datos e s ta d îs t ic o s .
Variable n x-td s X x+tds dsx l . V , %
28g c 15 2 . 3 7 9 2.666 2 . 9 5 2 133 19
32G C 20 4.959 5 .5 9 7 6 . 2 3 5 304 24
369  C 20 6 . 9 9 1 7 .4 o4 7 . 8 1 7 197 11
409 C 20 8 . 0 2 9 8 . 2 7 6 8 . 5 2 3 117 6
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! : 
’■f' *
!
. : . 4  .
-8 .000,
I: _L. - 7.000'
'  1 
-  6 .000
- 11.000
- 10.000
9.000;
GRAFICA 3
Fermentaciôn de enzimas p r o te o lît ic o s  en Planta Sem ipiloto. 
Efecto de la  temperatura en la  fermentaciôn.
Fermentaclones a 280« 320; 360  y 4oo C.
A ctividades H em oglobinolîticas.
Representaciôn de la  tabla 5.
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FERMENTACION DE ENZIM AS PROTEOLITICOS EN PLAN­
TA SEMIPILOTO.
E fec to  d e  la  te m p e r a tu r a  en  la  f e r m e n ta c iô n .
F e rm e n ta c lo n e s  a  2 8 5 , 3 2 5 , 365 y 405 C .
E voluciôn  d e l p H .
En la  c u rv a  5 /1 ,  v e m o s  la  v a r ia b i l id a d  d e l pH en e l e n ­
sa y o  r e a l iz a d o  con  e l m e d io  Q S -6 , a  d i f e r e n te s  t e m p e r a t u r a s .
El pH in ic ia l  d e l m e d io  d e  c u lt iv o  Q S -6  fu e  de  7 ,2 -  
7 ,3 .  D u ra n te  la s  p r i m e r a s  24 h o r a s  d e l p ro c e s o  hay  una  d is m in u c iô n  
del pH en la s  c u a tr o  te m p e r a tu r a s  e n s a y a d a s .  E n tre  l a s  24 y 36 ho—  
r a s ,  s e  in ic ia  un a u m e n to  a lc a n z a n d o  p r â c t ic a m e n te  e l v a l o r  in ic ia l 
a  la s  te m p e r a tu r a s  d e  285 y 365 C ,m a n te n ié n d o s e  un l i g e r o  d e s c e n s o  
d e l pH a v a lo r e s  6 ,7  a  6 ,8  p a r a  la  te m p e r a tu r a  d e  325C . Sin e m b a rg o  
a  la  te m p e r a tu r a  d e  405C s e  a p r e c ia  un r a p id e  a s c e n s o  en lo s  v a lo r e s  
de l pH lle g a n d o  e s t e  a a lc a n z a r  un v a lo r  d e  7 ,5 .
De la s  36 a  l a s  48 h o r a s ,  s e  o b s e rv a  q u e  a  325 C a u m e n ­
ta  n u e v a m e n te  e l pH y a lc a n z a  e l m ism o  v a lo r  que  hab fa  a l c o m ie n z o  -
— 164 —
d e  la  e x p e r i e n c ia ,  ( 7 ,2 5 )  y a  la s  te m p e r a tu r a s  d e  2 8 5 , 365 y 405 C ,  
s e  v é  u n a  n o ta b le  e le v a c iô n  d e l pH, s ig n if ic a t iv a rn e n te  m a y o r  a 405C , 
en  q u e  s e  a lc a n z a n  v a lo r e s  d e  pH 8 , 0 .
A p a r t i r  d e  l a s  48 h o r a s  d e  p r o c e s o ,  a s c ie n d e  e l pH 
en  to d o s  lo s  c a s o s ,  con  lo s  v a lo r e s  m â x im o s  a p ro x im a d a m e n te  a  la s  
65 h o r a s .
El v a lo r  d e l pH m â s  a lto  ( 8 ,4 9 )  , s e  a lc a n z ô  co n  la  
f e r m e n ta c iô n  r e a l i z a d a  a  405 C .
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FERMENTACION DE ENZIM AS PROTEOLITICOS EN
PLANTA SEMIPILOTO.
E fec to  d e  la  t e m p e r a tu r a  en  la  f e r m e n ta c io n .
F e rm e n ta c io n e s  a  28 9 ; 32 9 ; 369 y 4 0 9 C .
E vo lucion  d e l A z u c a r .
Se p u ed e  v e r  en  la  c u rv a  5 / 2 ,  la  e v o lu c io n  d e l c o t i s u -  
m o d e  A z u c a r  a  d i f e r e n te s  te m p e r a tu r a s  y  h o r a s  d e  p r o c e s o -
A 409C , s e  p ro d u c e  un r â p id o  a u m e n to  d e l c o n s u m o  -  
d e  a z u c a r  h a s ta  l a s  36 h o ra s  d e  p r o c e s o ,  con  un v a lo r  m fn im o  d e  
0 ,2 5  m g / m l .
El r e s t o  d e l p r o c e s o  s e  m a n t ie n e  en e s to s  v a lo r e s  in a -  
p r e c ia b le s  -  p r â c t ic a m e n te  0
A 369 C , e l m a x im o  c o n su m o  s e  a lc a n z a  a  l a s  48 h o ra s  
s ie n d o  d e  1 m g / m l .  l a  c a n tid a d  d e  a z u c a r  m e d id a , v a lo r  p r a c t i c a m e n -  
te  ig u a l a l d e  409C .
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Si la  te m p e r a tu r a  e s  d e  329 C . , to d o  e l p ro c e s o  d e  con^ 
su m o  d e  a z û c a r  e s  m a s  le n to ,  lle g a n d o  a l v a lo r  m in lm o  d e  0 ,5  m g . a 
la s  60  h o r a s .
C u an d o  la  t e m p e r a tu r a  e s  d e  289 C , en  l a s  12 p r im e ­
r a s  h o r a s  d e l p r o c e s o ,  no  e x is te  p r â c t ic a m e n te  c o n su m o  d e  a z u c a r , 
p e ro  a  p a r t i r  d e  e s t e  t ie m p o  s e  p ro d u c e  un r i p id o  a u m e n to  d e l c o n s u ­
m o h a s ta  l a s  60 h o r a s ,  con un v a lo r  f in a l d e  1 m g /m l .
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FERMENTACION DE ENZIM A S PROTEOLITICOS EN PLAN­
TA SEMIPILOTO
E fe c to  d e  la  t e m p e r a tu r a  e n  la  fe r m e n ta c io n
F e rm e n ta c io n e s  a 2 8 6 , 3 2 6 , 366 y 406C .
E v o lu c io n  d e l p e so  s e c o  d e l m ic e l io  ( P .M .V . )
La c u r v a  5 / 3 ,  n o s  p e r m i t e  v e r  la  e v o lu c io n  d e l P .M .V .  
a  d i f e r e n te s  t e m p e r a t u r a s  y h o r a s  d e  p r o c e s o .
A l c o m ie n z o  d e  la  e x p e r i e n c ia ,  e l  v a lo r  d e l P .M .V .  e s  
d e  10 m g / m l . ;  hay  un  a u m e n to  c o n s id e r a b le  a l a s  12 h o ra s  en  to d a s  l a s  
te m p e r a t u r a s  e n s a y a d a s  lle g a n d o  a a lc a n z a r  v a lo r e s  d e  3 8 ,0  m g / m l . , 
4 0 ,0  m g / m l . , 3 1 ,9  m g / m l . y 3 2 ,0  m g /m l  .a  2 8 6 , 3 2 6 , 366 y 406 C . -  
r e s p e c t iv a m e n te .
La e v o lu c io n  a p re c ia d a  a l a s  te m p e r a t u r a s  d e  286 y 326 
C . e s  m uy s e m e ja n te  co n  v a lo r e s  m a x im o s  d e  4 6 ,0  m g /m l .  y 5 0 ,0  -  
m g /m l .  r e s p e c t iv a m e n te  a la s  36 h o r a s  d e l p ro c e s o  y co n  v a lo r e s  m i­
n im e s  y m uy s e m e ja n te s  d e  3 1 ,9  m g / m l .  y 3 2 ,0  m g /m l .  r e s p e c t iv a  -
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m e n te  a l a s  60 h o r a s .
C u an d o  e l p r o c e s o  s e  r e a l i z a  a  3 6 6 C . ,  e l  m a x im o  v a lo r  
d e  P .M .V .  e s  d e  4 0 ,2  m g / m l . a  l a s  36 h o r a s  p e ro  la  d i f e r e n c i a  e n t r e  
e s t e  v a lo r  y  e l  d e  l a s  24 h o r a s  e s  m fn im o . E n tre  e l  p e rfo d o  3 6 -4 8  h o ­
r a s  s e  p ro d u c e  un  ra p id o  d e s c e n s o  d e l P .M  .V .  q u e  c o n tin u a  h a s ta  l a s  
60 h o r a s  co n  un  v a lo r  m in im o  d e  2 8 ,0  m g / m l .
C on  la  te m p e r a tu r a  d e  4 0 6 C . ,  e l  v a lo r  m a x im o  d e  -  
P .M .V .  e s  d e  4 0 ,0  m g / m l .  a  l a s  24 h o ra s  d e  p r o c e s o .  A p a r t i r  d e  e s ­
t e  t ie m p o  d is m in u y e  r â p id a m e n te  y a lc a n z a  e l  m fn im o  v a lo r  a  l a s  60 -  
h o r a s .  E s te  v a lo r  c o in c id e  co n  e l o b te n id o  a l  c o m ie n z o  d e l p r o c e s o .
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FERMENTACION DE ENZIM AS PROTEOLITICOS EN
PLANTA SEMIPILOTO
E fecto  d e  la  a i r e a c io n  en  la  f e r m e n ta c io n .
F e rm e n ta c io n e s  co n  0 ,5  l i t r o s / l i t r o / m i n u t o ;  0 ,7 5  1 /1 /m .
y  1 ,0  1 / I / m . d e  c a u d a l d e  a i r e .
El c a u d a l d e  a i r e  e m p le a d o  en  l a s  f e r m e n ta c io n e s  d e  la  
P la n ta  S e m ip ilo to  e r a  d e  0 ,5  1 / l / m .  p e r o  s e  p e n so  q u e ,  a l  ig u a l q u e  s e  
h ab fan  a u m e n ta d o  lo s  v a lo r e s  d e  l a s  a c t iv id a d e s  h e m o g lo b in o li t ic a  y -  
q u e r a t in o l i t i c a , con  la  s e le c c iô n  d e  m e d io s  d e  c u lt iv o  y t e m p e r a t u r a s ,  
p o d fam o s e n s a y a r  v a r i a c io n e s  en  e l c a u d a l d e  a i r e  p a r a  in t e n ta r  aumen^ 
t a r  la  a c t iv id a d .  P o r  c o n s ig u ie n te  p a s a m o s  a  t r a b a j a r  co n  c a n tid a d e s  d e  
a i r e  d e  0 ,5  l / l / m  . ; 0 ,7 5  l / l / m  . y 1 ,0  1 / l /m  .
La ev o lu c io n  q u e  ha  se g u id o  e l  p ro c e s o  qegûn  e l c a u d a l 
d e  a i r e  s u m in i s t r a d o , s e  p u ed e  v e r  en l a s  c u r v a s  6 ,  p a r a  la  a c tiv id a d  
q u e ra t in o l f t ic a  y  7 p a r a  la  h e m o g lo b in o li t ic a  ; s e  a p r e c i a  u n a  te n d e n c ia  
m a r c a d a  a l  a u m e n to  d e  d ic h a s  a c t iv id a d e s  c u a n to  m ay o r s e a  la  c a n tid a d  
d e  a i r e  s u m in i s t r a d o .  Los v a lo r e s  m a x im o s  s e  a lc a n z a ro n  a l a s  7 2 -96
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h o r a s ,  co n  un c a u d a l d e  a i r e  d e  1 ,0  1 / l / m .
Los d a to s  e s ta d C s tic o s  o b te n id o s  con  lo s  v a lo r e s  d e  a m -  
b a s  a c t iv id a d e s  s e  re s u m e n  en  l a s  t a b la s  6 y  7 .
En la s  g r é f ic a s  6 y  7 ,  s e  r e p r e s e n ta n  lo s  v a lo r e s  e s t a -  
d f s t ic o s  p ro m e d io  y m â r g e n e s  d e  c o n f ia n z a  d e  l a s  a c t iv id a d e s  q u e r a t i -  
n o l i t i c a s  y h e m o g lo b in o l i t ic a s , r e s p e c t iv a m e n te .
La v e lo c id a d  d e  a g i ta c iô n  en to d a s  l a s  f e r m e n ta c io n e s  -  
e fe c tu a d a s  en la  P lan ta  S e m ip ilo to  e r a  d e  600 r . p . m .  p a r a  lo s  v o lû m e -  
n e s  a  f e r m e n t a r  y  h a b ia  d e m o s tr a d o  s e r  s u f ic ie n te  e f ic a z  p a r a  o b te n e r  
c r e c im ie n to s  m ic e l i a r e s  b u e n o s  y a b u n d a n te s . C u an d o  s e  au m e n ta b a n  
la s  r é v o lu e io n e s  a l r e d e d o r  d e  a p ro x im a d a m e n te  a  7 5 0 -8 0 0  r . p . m .  ,en  
la  m a y o r fa  d e  f e r m e n ta c io n e s  co n  A c t in o m y c e to s , e l tip o  d e  c  r e e l  m ien  
to  e r a  b a s ta n te  a n o rm a l f o r m à n d o s e  b o la s  y g ru m o s  y p ro d u c ié n d o s e  -  
n o rm a lm e n te  la  r o tu r a  d e l m ic e l io  a  e d a d e s  te m p ra n a s  d e  fe r m e n ta c io n .
P o r lo  tan  to  y p o r  to d a  l a  e x p e r ie n c ia  a c u m u la d a  en  e s te  
tip o  d e  fe rm e n ta c io n  a  d i f e r e n te s  v e lo c id a d e s  d e  a g i t a c iô n , no h e m o s  
c r e id o  o p o r tu n o  v a r i a r l a s  p a ra  e s t e  t r a b a jo .
P o r lo  q u e ,c o m o  c o n s e c u e n c la  d e  lo  a n t e r i o r , s e  e s t a — 
b le c ie ro n  la s  s ig u ie n te s  c o n d ic io n e s  s ta n d a rd  p a ra  e l p ro c e s o  d e  f e r — 
m e n ta c iô n  d e  e n z im a s  p ro te o l i t i c o s  e n  f e r m e n ta d o re s  d e  8 l i t r o s :
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M edio  Q S -6 ; 379 C d e  t e m p e r a t u r a ;  1 ,0  1 /1 /m  - d e  c a u d a l d e  a i r e  y 
600 r . p . m  - d e  a g i ta c iô n .
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TABLA 6
Fermentacion de enzimas p r o te o lît ic o s  en Planta Sem ipiloto.
Efecto de la  a ireaciôn  en la  fermentaci&n.
Fermentaciones con 0 ,5  l it r o s /lit r o /m in u to ;  0,75 l / l /m . y 1 ,0  l / l /m ,  de caja 
dal de a ir e .
Actividades Q u er a tin o lltic a s .
Datos e s ta d is t ic o s .
Variable n x -td s X x+tds dsx I.V.%
0 ,5  l / l /m . 15 2 . 1 3 2 2.319 2 . 5 0 5 86 14
0,75 1 /l/m . 16 2.442 2 . 7 6 6 3 .0 9 1 152 21
1,0  1 /l/m . 17 3.659 4.017 4 . 3 7 4 168 17
7.000
GRAFICA 6
- 6 .00 (
Fermentacion de enzimas p r o te o lît ic o s  en Planta Sem ipiloto.
E fecto de la  a ireaciôn  en la  ferm entacion-
Fermentaciones con 0 ,5  l i t r o s /l it r o /m in u to ;  0 ,75 l / l /m . y 
1 ,0  1 /l/m , de caudal de a ir e .
A ctividades Q u era tin o lltica s .
Representaciôn de la  tabla  6
5,00{
«,O0(
3.000
7.000
0,75 l/l/m
10.000
0 75 l/l/i
,0 0 0 ;
5 .000
■3.000,
2 000 ,
1.00C
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TABLA 7
Fermentacion de enzimas p r o te o lît ic o s  en Planta Sem ipiloto,
Efecto de la  aireaciôn  en la  fermentaciôn.
Fermentaciones con 0 ,5  l itr o s /litr o /m in u to ;  0,75 l/ l /m ;  y 1 ,0  1 /l/m . de 
caudal de a ir e ,
Actividades H em oglobinoliticas.
Datos e s ta d is t ic o s .
Variable n x-td s X x+tds dsx I . V . %
0 ,5  1 /l/m . 11 5.178 5.556 5 . 9 3 5 186 20,4
0,75 1/l/m . 17 8.016 8.659 9 . 3 0 2 303 14
1,0 1 /l/m . 19 12.024 1 3 . 3 2 9 14.635 621 20
: I
-  1/ 000
- 10,000
-n .ooo
-G,000
- / , .o o o
L
Üp :
o
Go.
G \a> ,(/}
■'<(5
M Oc^i
fV
c
o
•p 1
c; \o0)
u sw d Eo
ü q ou
E
+> i 1
0)
O \ m !■ 1O <3 • 14^ m o OO u L, ,U •tJ +J Pi ;eu Ca' ;c| Pj J3(U O (3d ü ir\ V c +>
G KO
• ri •H O rO «N O p) O
C oî « T) iH0) o g C7> 0)U u Pi O 73<D ü ETJ d w (U0) 0) X »oC d e Tl ri jV m U  ■ri (D PJ i !0- o> Ü E •a +) 1 ' id TJ <3 <3 C 1 i< +> 73 Q) iu C O C \ ri m 1 ;•P > (U ;
E
O K k ' 1O k O +) P. ' 1% <y «H o U 0) 1e> bu w 0. < 03 I I
- -j !
! I
; i r
0 ,5  l / l / f
I  ■ i
FERMENTACION DE ENZIMAS PROTEOLITICOS EN PLAN­
TA SEMIPILOTO.
E fec to  d e  la  a d ic iô n  d e  n u tr ie n te s  d u ra n te  la  f e r m e n ta ­
c iô n  .
M ed ic s  Q S -6 ; (T e s t ig o )  , Q S -1 /1 ; Q S -6 /2  y Q S - 6 /3 .
U na v e z  e s ta b le c id a s  l a s  n u e v a s  c o n d ic io n e s  s té n d a rd  
en la s  q u e  s e  d e b fa  r e a l i z a r  e l p r o c e s o ,  s e  p la n te ô  co m o  una d e  la s  
p ru e b a s  en  e s t e  t r a b a jo ,  e l a d ic io n a r  d u ra n te  e l c u r s o  d e  la  f e r m e n ­
ta c iô n ,  n u t r ie n te s  y s o b r e  todo  g lu c o se  p a ra  com  p iem en  t a r  e l m ed io  
d e  c u lt iv o  in i c ia l .
S e  p a r t iô  d e  una  c o n c e n tra c iô n  d e  g lu c o s a  en e l m e d io , 
d e  30 g / l  q u e  h a c ia  la s  40 h o ra s  d e  fe rm e n ta c iô n  h ab ia  d e s a p a r e c i -  
do p r â c t ic a m e n te .
P a ra  t r a t a r  d e  m an  ten e r  una  c o n c e n tra c iô n  d e  10-15  
g / l  d e  g lu c o s a  d u ra n te  m â s  tie m p o  y c o n s e r v e r  la  fe rm e n ta c iô n  en 
n iv e le s  s a t i s f a c to r io s  y con o b je to  d e  a u m e n ta r ,  p o r m a y o r d u ra c iô n  
de  la  f e r m e n ta c iô n ,  la  p ro d u ce  ion  de  a c t iv id a d ,  s e  h ic ie ro n  , in d e p e n -
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d ie n te m e n te  d e  o t r o s  n u t r i e n t e s ,  a d ic io n e s  d e  g lu c o s a .
L as c u r v a s  8 y  9 ,  r e p r e s e n ta n  la  e v o lu c io n  s e g u id a  p o r  
la  a c tiv id a d  q u e r a t in o l i t ic a  y  h e m o g io b in o l i t ic a , en l a s  f e r m e n ta c io n e s  
r e a l i z a d a s  con  e s t a s  a d ic io n e s , q u e  s e  h ic ie ro n  a  l a s  30 y 48 h o r a s  d e  
p r o c e s o ,  a n a d ie n d o , en l a s  c a n t id a d e s  s e n a la d a s  en lo s  m e d io s  d e  c u l ­
tiv o  c o r r e s p o n d ie n t e s , h a r in a  d e  s o j a ,  d e x t r o s a , " P ro f lo "  y p o lv o  d e  -  
p e z u n a .
L as ta b la s  8 y  9 ,  p r e s e n ta n  re s p e c t iv a m e n te  lo s  d a to s  -  
e s ta d fâ t ic o s  d e  l a s  a c t iv id a d e s  q u e r a t in o l l t i c a s  y  h e m o g lo b in o lit ic a s  ,o b -  
te n id a s  a l e f e c tu a r  e s t a s  a d ic io n e s  a l  m e d io  d e  c u lt iv o  in i c i a l .  Si s e  -  
c o m  p a r  an  lo s  v a lo r e s  d e  e s t a s  t a b l a s , con  lo s  o b te n id o s  c u a n d o  no h ay  
n ingun  tip o  d e  a d ic iô n , p u e d e  v e r s e  q u e  no s o la m e n te  no  s e  h a  p r o d u c i -  
d o  un a u m e n to  d e  a c tiv id a d  q u e  s e  p u e d a  c o n s id e r a r  c o m o  b e n e f ic io s a ,  
s in o  q u e  en n ingun  c a s o  e s  s u p e r io r  a l te s t i g o .
L as g r a f ic a s  8 y  9 ,  c o r r e s p o n d e n  a  la  r e p r e s e n ta c iô n  -  
d e  lo s  v a lo r e s  p ro m e d io s  y  m â r g e n e s  d e  c o n f ia n z a  d e  l a s  a c t iv id a d e s  
q u e r a t in o l l t i c a s  y h e m o g lo b in o l i t ic a s ,  r e s p e c t iv a m e n te .
En la  c u rv a  9 /1  s e  r e p r é s e n ta  la  m a rc h a  to ta l d e l c o n ­
s u m o  d e  g lu c o s a ,( p r o m e d io  d e  f e r m e n ta c io n e s  r e a l iz a d a s  s in  a d ic io n e s ) ,  
a s i  c o m o  la  v a r ia c iô n  s o b r e  la  m is m a  cu an d o  s e  r e a l i z a r o n  a d ic io  -
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n és  d e  q lu c o s a  a  l a s  30 y  48 h o r a s  d e  p r o c e s o ,  d e te r m in â n d o s e  in  m e d ia  
ta m e n te  a n te s  y d e s p u é s  d e  d ic h a s  a d ic io n e s .
C o m o  s e  v e  en d ic h a  c u r v a ,  la  g lu c o s a  a h a d id a  s e  c o n ­
su m e  ta m b ié n  e n t r e  la s  6 y  12 h o r a s  s ig u ie n te s  a  l a s  a d ic io n e s , p o r  lo  
que  e s t e  c o n s u m o  tan  r a p id o  n o s  l le v ô  a  p e n s a r  q u e  la  g lu c o s a  en  l a s  
c o n d ic io n e s  d e  e s t a s  p ru e b a s  no  e s  a p ro v e c h a d a  p o r  e l S t r e p to m y c e s  -  
f r a d ia e , s in o  d e g ra d a d a .
En la  c u rv a  9 / 2 ,  v e m o s  q u e  a n a liz a d o  e l c o n su m o  d e  -  
g lu c o s a , m u e s t r a  e s t e  un p é r io d e  in ic ia l  d e  u n a s  t r è s  h o r a s  en e l q u e  
no  h a y  d is m in u c iô n ,  c o in c id ie n d o  con  la  f a s e  d e  r e p o s e  d e i m ic e l io .  A 
p a r t i r  d e  l a  t e r  c e r a  h o ra  d e l p r o c e s o ,  s e  in ic iô  un c o n su m o  m u y  r â p i -  
do  q u e  d é te r m in a  la  d e s a p a r ic iô n  to ta l  d e l  a z u c a r  e n t r e  l a s  30 y 40 h o ­
r a s  d e  f e r m e n ta c io n .  La v e lo c id a d  d e  c o n su m o  e n t r e  l a s  5 y 20 h o r a s  d e  
fe r m e n ta c iô n  e s  d e  1 ,6 2  g / l / h o r a .
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TABLA 8
Fermentaciôn de enzimas p r o te o lîtic o s  en Planta Sem ipiloto. 
Efecto de adiciôn de nutrientes durante la  fermentaciôn. 
Medios QS-6; QS-6/1; QS-6/2 y QS-6/3 
Actividades Q u era tin o llticas.
Datos e s ta d is t ic o s .
Variable n x-tds X x+tds dsx I.V.%
Medio Qs_g 
Testigo 12 4.361 4.692
5.022 149 11
Medio QS-6^1 20 2.691 3.071 3.452 181 26
Medio QS- ( /2 10 3.146 3.876 4.607 323 26
Medio QS-</3 7 3.209 3-959 4.709 306 20
; I
I . . .  I
-  t o :  ■■
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M e d i o s  Q S - 6 ;  Q S - 6 / 1 ;  Q S - 6 / 2  y  Q S - 6 / 3 .
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TABLA 9
Fermentaciôn de enzimas p r o te o lî t ic o s  en Planta Sem ipiloto, 
Efecto de ad iciôn  de n u trien tes durante la  fermentaciôn. 
Medios QS-6 ; QS-6 / l ;  QS-6/2 y QS-6 / 3  
A ctividades H em oglobinoliticas.
Datos e s ta d is t ic o s .
Variable n x-td s X x+tds dsx I.V.%
"«di» «S- 6Testigo 22 1 3 - 6 2 2 14.464 1 5 . 3 0 6 404 13
Medio QS-f/1 I k 9 . 9 0 3 1 0 . 5 1 7 1 1 . 1 3 1 284 10
Medio QS-6/5 18 8 . 3 2 1 8 . 8 2 1 9 . 3 2 1 236 11
Medio QS-6/3 23 1 2 . 1 1 5 12.604 1 3 - 0 9 2 235 8
I l  !
w
1 1 . 0 0 0
10 0 0 0
-1 4 .0 0 0
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FERMENTACION DE ENZIM AS PROTEOLITICOS EN
PLANTA SEMIPILOTO.
S e le c c io n d é  m e d io s  d e  c u l t iv e .
M ed lo s  Q S -6  (T e s t ig o )  ; 1 , 2 ,  3 , 4 y  5 .
S o b re  e s t a s  n u e v a s  c o n d ic io n e s  d e  f e r m e n ta c iô n  e s t a -  
b le c id a s  ; 37QC , 1 , 0 1 / 1 / m . ,  7 2 -9 6  h o r a s  y  m e d io  Q S -6 , e n s a y a m o s  -  
o t r o s  v a r i e s  m e d io s ,  q u e  s e  d e s c r ib e n  en  e l a p a r ta d o  c o r r e s p o n d ie n -  
te ,p a r a  t r à t a r  d e  m e j o r a r  l a s  a c t iv id a d e s  o b te n id a s  h a s ta  en tone  e s .
En l a s  c u r v a s  10 y 11 s e  v ë  la  ev o lu c iô n  s e g u id a  p o r  
l a s  a c t iv id a d e s  q u e ra t in o l i t ic a  y h e m o g lo b in o lf t ic a ,  a  lo  la r g o  d e  la  
f e r m e n ta c iô n .
La a c tiv id a d  q u e r a t in o l i t i c a ,  lo s  v a lo r e s  p ro m e d io s  
m A xim os p a r a  lo s  m e d io s  Q S -6 , 1 , 2 ,  3 y 4 s e  han  o b te n id o  a  l a s  -  
72 h o r a s  d e  p r o c e s o ,  a  d i f e r e n c ia  d e l  m ed io  5 , q u e  d iô  el m âx in r) 
d e  a c tiv id a d  a  l a s  84 h o r a s .  La a c tiv id a d  q u e r a t in o l i t ic a  m â s  a l t a  s e  
o b tu v o  con  e l m ed io  4 .
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En a c tiv id a d  h e m o g lo b in o lf t ic a ,  d ie ro n  su  m é x im o  v a ­
lo r  a la s  72 h o r a s , lo s  m e d io s  T e s t ig o , 2 y  3 . A l a s  60 h o ra s  so la m e n  
te  e l m ed io  1 , y lo s  m e d io s  4 y 5 ,  a  l a s  84 h o ra s  d e  p r o c e s o .  El m e —  
d io  2 d iô  la  m a y o r  a c t iv id a d .
Es d e  d e s t a c a r  q u e  con  e l m ed io  5 ,  lo s  v a lo r e s  p ro m e ­
d io s  d e  a c t i  v id ad  o b te n id o s , han  s id o  m uy  b a jo s  p o r  lo  q u e  d ic h o  m e —  
d io  e s  el m e n o s  r e c o m e n d a b le .
Se h iz o  e l e s tu d io  e s ta d f s t ic o  d e  lo s  d a to s  o b te n id o s  -  
con  e s t a s  s e r i e s  d e  p ru e b a s  y  s u s  r e s u l ta d o s  p a ra  l a s  a c t iv id a d e s  q u e -  
r a t in o l f t ic a  y h e m o g lo b in o lf t ic a ,  s e  exp o n en  en l a s  ta b la s  10 y 11, -  
r e s p e c t iv a m e n te .
En la s  g r â f îc a s  10 y  1 1 , s e  han r e p r e s e n ta d o  l a s  a c t i ­
v id a d e s  p ro m e d io  y m é r g e n e s  d e  c o n f ia n z a  d e  la s  a c t iv id a d e s  q u e r a t i -  
n o lf tic a  y h e m o g lo b in o lf t ic a .
Se h a  s e le c c io n a d o  c o m o  m e jo r  m e d io  d e  c u lt iv o  e l 2 ,  
p o r  c o n s id e r a r  q u e  la  a c t iv id a d  h e m o g lo b in o lf t ic a  v a lo r a d a  p o r  e l m é -  
todo  d e  A n s o n , q u e  e s  m â s  e s p e c f f ic o  p a ra  d ic h a  a c t iv id a d ,  t ie n e  v a lo  
r e s  m â s  f ia b le s  que  l a s  e fe c tu a d a s  p o r  e l m é to d o  d e  p ezu n a  p a ra  la  -  
a c tiv id a d  q u e r a t in o l i t ic a .
Il JJ.l.'i tii .n  .Si’iiii ji i T o (  oFc i ' mi'Mi on p r o  I  o n
S o ,1 f' c o 1 o n  rio Mod i nm d o  e n )  I j \ 'o
Act  i  V i i l a d o p  Quor\ 'i  L ü i o l l t i c n
i
7 2
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TABLA 10
Fermentaciôn de enzimaa p r o te o llt ic o s  en Planta Sem ipiloto. 
Selecciôn  de Medios de cu lt iv o .
Medios QS-6 (T estigo); 1; 2; 3; 4 y 5.,
Actividades Q u era tin o litica s.
Datos e s ta d is t ic o s .
Variable x-tds X x+tds dsx I.V.%
Medio Testigo  
QS-6
10 4.070 4 . 5 2 6 4 . 9 8 3 201 14
Medio 1 17 4.026 4.384 4.742 168 15
Medio 2 13 3 . 4 7 2 4 . 0 0 6 4 . 5 3 9 244 22
Medio 3 27 3.418 3 . 6 3 5 3 .8 5 1 105 15
Medio 4 15 4.278 4 . 6 0 6 4 . 9 3 3 152 12
Medio 5 11 2 . 7 7 6 3 . 1 4 5 3 . 5 1 4 165 17
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' Act .i  v i d n d c ’S ()ur  r a t  j n o l i  ( i r n s  .
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TABLA 11
Fermentaciôn de enzimas p r o te o ll t ic o s  en Planta Sem ipiloto. 
Selecciôn  de Medios de c u lt iv o .
Medios QS-6 (T estigo ); 1; 2; 4 y 5*
Actividades H em oglobinollticas.
Datos e s ta d is t ic o s .
Variable n x-td s X x+tds dsx I.V.%
Medio T estigo  
QS-6
42 15.493 1 6 . 3 6 8 17.242 43 3 17
Medio 1 20 14.598 1 5 . 4 5 9 1 6 . 3 1 9 411 11
Medio 2 12 17.402 18.428 1 9 . 3 7 4 429 8
Medio 3 12 10.688 13.048 1 5 . 4 0 7 1 . 0 7 2 28
tfedio 4 7 1 2 . 0 6 7 1 5 . 4 0 6 1 8 . 7 4 5 1.364 23
Medio 5 6 5-400 6.009 6 . 6 1 8 236 9
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FERMENTACION DE ENZIM AS PROTEOLITICOS EN
PLANTA SEMIPILOTO
S e le c c iô n  d e  M e d io s  d e  C u lt iv o  y C o lo n ie s .
M e d io s  : 2 ( T e s t ig o ) ;  S P /1 ;  E -4 ; S P /2  y 2 / 1 .
C o lo n ie s :  Rosa a s a lm o n a d o  (T e s t ig o ) ,y  B la n c a .
La c e p a  d e  S tr e p to m y c e s  f r a d ia e  s e l e c c io n a d a , t ie n e  
un c r e c im ie n to  a b u n d a n te  d e  c o lo r  r o s a  a s a lm o n a d o .
A lo  la r g o  d e  to d o  e s t e  t r a b a  jo s e  h an  h ech o  n u m e r o s a s  
s e le c c io n e s  d e  c o lo n ie s  e  in ô c u lo s ,  m e d ia n te  m o d if ic e c io n e s  e fe c tu a d a s  
en  lo s  m e d io s  d e  c u lt iv o  e n  e l La b o re  t o r i  o , p a r a  c o n s e g u i r  lo s  in ô c u lo s  
y c o lo n ia s  q u e  n o s d ie s e n  a c t iv id a d e s  m é s a l t a s ,  ta n te  h e m o g lo b in o lf t i-  
c a s  co m o  q u e r a t in o l i t i c a s .  Se o b s e r v ô ,  d e s d e  e l  p r in c ip le ,  la  a p a r ic iô n  
d e  d o s  t ip o s  d e  c o lo n ia s ;  r o s a s  y b la n c a s .  En la  s e le c c iô n  p o s t e r io r  d e  
e s t a s  c o lo n ia s ,  s e  v iô  q u e , de  una  so la  c o lo n ia  a is la d a  d e  c o lo r  r o s a  -  
s a lm ô n , a v e c e s  s e  o b te n ia n  c o lo n ia s  r o s a s  y b la n c a s .
Lo m ism o  o c u r r f a  cu an d o  s e  p a r t ia  d e  una c o lo n ia  b la n -  
ca  a i s l a d a ,  q u e  ta m b ie n  s e  o b te n ia n  c o lo n ia s  b la n c a s  y r o s a s -
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S e  a is la r o n  fin a l m e n te  c o lo n ia s  b la n c a s  y r o s a s ,  p u ra s  
y s e  e s tu d ia r o n  a m b a s  c o lo n ia s  p o r  s e p a r a d o ,  e n  c u a n to  a  la  p ro d u c  c i on 
de  e n z im a s  p r o te o l l t i c o s  e n t r e  s i  y c o m p a r a d a s  co n  la  c o lo n ia  t ip o .
La f ig u ra  19 , m u e s t r a  c o lo n ia s  a i s la d a s  b la n c a s .
En la  f ig u ra  2 0 , s e  v é  la  d if e r e n c ia  d e  c o lo r  e n  e l c r e ­
c im ie n to  d e  c o lo n ia s  b la n c a s  y  r o s a s ,  ta n to  en  f r a s c o s  Rcu-x, co m o  en  
m a t r a c e s  d e  in o c u lo .
C o n  lo s  d o s  t ip o s  d e  c o lo n ia s  o b te n id a s ,  s e  l le v a r o n  a 
c a b o  f e r m e n ta c io n e s  p a r a  s e le c c io n a r  la  m e jo r ,  en  c u a n to  a p ro d u c e  lo i 
d e  a c tiv id a d  p r o t e o l f t i c a .
La c u rv a  12, p r é s e n ta  la  e v o lu c iô n  s e g u id a  p o r  la  a c t i ­
v id ad  q u e r a t in o l i t i c a .  C la r a m e n te  s e  v é  q u e  la  c o lo n ia  b ia n c a  en  e l m e ­
d io  E -4  ha  s id o  la  que  da a c tiv id a d  m â s  a l t a ,( 6 .0 8 8  U Q /m l .) a c t iv id a d  
m a y o r  q u e  la  c o n se g u id a  p o r  la  c o lo n ia  t ip o  r o s a  a s a lm o n a d a ,  en  e l 
m ed io  2 , ( T e s t ig o ) ,  a  la s  72 h o ra s  d e  f e r m e n ta c iô n .
En la  c u r v a ,  13, s e  r e p r é s e n ta  e l c u r s o  se g u id o  p o r  -  
la s  a c t iv id a d e s  h e m o g lo b in o l i t ic a s ,  o b s e r v a n d o s e  q u e  ta m b ié n  en  e s t e  
c a s o  s e  o b tie n e n  lo s  v a lo r e s  m â x im o s  co n  la  c o lo n ia  b ia n c a  e n  e l m e  -  
d io  E -4  y a l a s  72 h o ra s  d e  fe rm e n ta c iô n  2 1 .7 7 8  U A /m l. f r e n te  a -  
16 .978 U A /m l.c o n  el m ed io  y  la  c o lo n ia  te s t ig o .
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F i g u r a  19
203 -
u J l .
m
F i g u r a  2 0
-  204 -
Los d a to s  p ro m e d io s  d e  la s  a c t iv id a d e s  o b te n id a s  q u e  - 
r a t in o l f t i c a s  y h e m o g lo b in o lf t ic a  s , s e  ex p o n en  en  la s  ta b la s  12 y 13.
En la s  g r â f i c a s  12 y  13 s e  r e p r e s e n ta n  lo s  v a lo r e s  p ro i 
m e d io s  y m â r g e n e s  d e  c o n f ia n z a  d e  l a s  c o lo n ia s  b ia n c a  y r o s a  e n  lo s  -  
d i f e r e n t e s  m e d io s  d e  c u l t iv o .
! I 26s
I . j
M  M  M  :
■iVOOO i
M l
Ml
■ r , n ( , a  ;
A
I’ci: i on  do r-n/.im.'f, p r o t r o i v i  i r o s  on  IMnnir» Sf'tivi )/j o  I o .
o( 1 o c r i  o n  do MimIios  do  c .n l l  i v o  y c o l  n i ; i .os .
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A c t  i \ i <ladnn (Jnni n i i  n n l  î  t i e n s .
I I  I
:0'50
( t o n
d?f)na
I I
1000
I ,
! I
'  I
i ' l l
I  I
.V... 1
" M .; .
■ C~ f-.A /c
d:> I
- 20&  -
TABLA 12
Fermentaciôn de enzimas p r o te o llt ic o s  en Planta Sem ipiloto. 
Selecciôn  de Medios de c u lt iv o  y co lo n ia s ,
Mediosr 2 (T estigo ); SP/1; E-4 y SP/2.
Colonias: Bianca y Rosa.
Actividades Q u er a tin o litic a s .
Datos e s ta d is t ic o s .
Variable x -td s X x+tds dsx I.V.%
Medio
2
c o l . 
B.
22 3 . 2 5 8 3 . 7 7 5 4 . 2 9 3 249 31
T estigo c o l . 
R.
16 3 . 1 3 2 3 - 6 8 0 4 . 2 2 8 257 27
Medio c o l . 
B.
17 2 . 4 7 9 2 . 6 5 7 2 . 8 3 5 84 13
SP/1 c o l . 
R.
7 3-983 5 - 1 4 7 6 . 3 1 0 475 24
Medio c o l . 
B.
25 5-373 6 - 0 8 8 6 . 8 0 2 346 28
E-4 c o l . 
R.
39 4.011 4 . 2 0 7 4 - 4o4 97 14
Medio c o l . 
B.
6 1 . 9 3 4 3 . 3 5 2 4 . 7 7 0 551 40
SP/2 c o l . 
R.
7 2 . 5 0 4 3. 4o4 4 . 3 0 4 367 28
f I
I I
!
CjjAlICA 1.2
Fo) M ic 'n lnc iôd  iln e n z J m a s  p r o t i ' o l  ' t:j c o s  on P l a n t a  Soiui p i l o t n . 
S r - I o i a ' i ô n  do H o d t o s  do  c t i H  ' lvo  y  c o l  t ' o l a s ,
M-d l o s :  2  (To.'d i g o )  ; S P / l  ; P - 4  y  S P / 2 .
Coloniaf;: nianc.a y Rosa.
Ac I i v i  d a d o s  Quo r a  I. i.no I  î  t  l e a s .
Rcprcnont.aci on do la  tabla 12.
-  yoC'd
r.000
5.000
.1000
2000
-1000
; ME 0 1 0  S P -1ME 010 :Mr.D10 TESTIGO, 2M E 010
10 00 0
M -
16.000
12.000
10.000
O.OOC
4.000
2.000
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TABLA 13
Fermentaciôn de enzimas p r o te o llt ic o s  en Planta Sem ipiloto. 
Selecciôn  de Medios de C ultivo y C olonias.
Medios: 2 (T estigo ); SP/1; E -4 ; SP/2 y 2 /1 .
Colonias; Bianca y Rosa.
Actividades H em oglobinollticas.
Datos e s ta d is t ic o s .
Variable n x-td s X x+tds dsx I.V.9&
Medio
2
c o l . 
B
5 11.049 1 6 . 9 7 8 22.907 2 . 1 3 5 28
Testigo c o l . 
R.
10 7 . 5 1 3 7 . 9 5 9 8.405 197 7
Medio c o l . 
B.
4 1 2 . 4 3 6 1 4 .9 6 7 1 7 . 4 9 7 795 1 0
SP/1 c o l . 
R.
12 14.798 1 5 .9 8 8 1 7 . 1 7 8 540 11
Medio c o l . 
B.
29 2 0 . 1 5 0 3 1 . 7 7 8 2 3 . 4 0 6 7 9 4 19
E-4 c o l . 
R.
42 1 6 . 5 3 2 1 7 .6 2 9 1 8 . 7 2 5 542 19
Medio c o l . 
B.
- - - - - -
SP/2 c o l . 
R.
11 1 0 . 8 1 5 1 3 .7 1 4 1 6 .6 1 3 1 .3 0 1 31
Medio c o l . 
B.
- - - - - -
2/1 c o l . 
R.
9 12-164 1 5 .6 5 6 19.147 1 . 5 1 4 29
! i-
-2.000 1
; 1 i . i . : i 1 : , ' 1
■j i
I ' i
: I I I  : i
■^i. j, ; r.':- 
! 1 : i Ï
1 ;
! ’
, k
1?
10.000
0,000 ;
G.noo.
. i.
4.000
c/ r
MEDIO
V i :
< : /r  ■
MEDIO
. 2 ;
I  : !
' . . . I
I ' I  '
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F o r m e n I f i c i o n  ile  e n z i n n . s  p r o t . r o -  
1 I t . t r o s  on  P l a n t a  S e m i p i l o t o .
S o l c c c i o n  do ModioK d c  C u l t i v o  
y  C o l  ou i o s .
Modio.o; 'i (To.stifio) ; SP/l ; R-4 ;
SP/2 y 2 /1 .
j Col onii'i.s : Ulauca y Po-sa.
Act i vid.'ulo.s lletiiorilob inol j t i ca.^ i. 
lloproKcntaci on do la tabla 1 3 .
'.I'. !:! I!'' I.
' c/n,
T I ''
MEDIO Te3IIDD@; I IE D I D  E-4
f/B  :: I V " ,
: MEDIO 31-.1
FERMENTACION DE ENZIM AS PROTEOLITICOS EN
PLANTA PILOTO
P ru e b a s  con e l m e d io  E -4 , (T e s tig o )
En l a  c u rv a  1 4 /1 5 , s e  p u ed e  v e r  la  év o lu e  ion d e  la  f e r ­
m e n ta c iô n , cu a n d o  s e  e m p le a  e l m e d io  É -4 , que  fu é  s e le c c io n a d o  como 
e l m e jo r  ju n to  con  l a s  c o n d ic io n e s  d e  fe rm e n ta c iô n  y c o lo n ia s ,  en  la  -  
p la n ta  s e m ip ilo to -
La a c tiv id a d  q u e ra t in o l i t ic a  tie n e  su  v a lo r  mAximo a  -  
la s  66 h o r a s ,  con u n a  ac tiv id àd  d e  4 .7 2 1  U Q /m l. Se v iô  q u e ,a  p a r t i r  
d e  la s  66 h o r a s ,e l  v a lo r  d e  la  a c tiv id a d  p ra c t ic a m e n te  s e  e s t a b i l i z a .
La a c tiv id a d  h e m o g lo b in o lf t ic a  da  e l m A xim o a la s  66 h o r a s  d e  p ro c e ­
s o ,  con  un v a lo r  d e  1 6 .5 3 5  U A / m l . . C la ra m e n te  s e  o b s e rv a  q u e  e s  -  
d u ra n te  e l p e rfo d o  e n t r e  la s  3 6 -6 6  h o ra s  cu an d o  s e  in c r e m e n ta  rA p i- 
d a m e n te  e s ta  a c t iv id a d .
El pH d e l c a ld o  d e  fe rm e n ta c iô n  in ic ia l e r a  d e  7 ,2 ;  a 
la s  24 h o r a s ,  e l v a lo r  d e l pH h ab fa  d is m in u id o  a 5 ,5  p e ro  a u m e n ta  a
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p a r t i r  d e  e s t e  m o m e n to . El v a lo r  f in a l a  l a s  72 h o r a s ,  fu é  d e  8 , 5 .
Se v è  a s im is m o  en  l a s  v a lo r a c io n e s  e f e c tu a d a s  a  l a s  
12 , 2 4 , 3 6 , 4 8 , 60 y 72 h o r a s ,  q u e  e l c o n s u m e  d e  a z u c a r  s e  h a  p r o ­
duc id o  d e  m a n e r a  rA p ida  d e  l a s  0 a  l a s  36 h o r a s ,  q u e d a n d o  a  l a s  48 
h o r a s , c a n t id a d e s  p r a c t ic a m e n te  n u l a s .
En l a s  ta b la s  14 y  15 s e  e x p r e s a n  lo s  d a to s  e s t a d i s t i ­
c o s  o b te n id o s .
I’n  iDCH L.'u,i on  f(n on", i n :a r-5 -p ro to o l. î I i c o s  o n  M o n  ( o 1’ i . l o t o  
P i'n ''l) . 'i .s  c o n  o1 m octio  K -f, ( T o s t i  p o )  .
Q noi’f) i i n n i  Î 1: i o n s  y  Il<^nioc)l oli.i n o  1 ' t i . ro .sA r t j  v i  dod
I
b o o
• ). i —()
•< >
1
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TABLA 14
Fermentaciôn de enzimas p r o te o llt ic o s  en Planta P ilo to , 
Pruebas con e l  medio E-4 (T estigo)
A ctividades Q u era tin o litica s .
Datos e s ta d is t ic o s .
Variable n x-td s X x+tds dsx I-V.%
Fermentaciones 
Planta P ilo to 10 3 . 8 2 2 4.721 5 .6 2 1 397 26
Medio E-4
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TABLA 15
Fermentaclôn de enzimaa p r o te o lît ic o s  en Planta P ilo te .  
Pruebas con e l  medio E-4 (T estigo)
Actividades H em ogloblnolîticag.
Dates e s ta d ia t ic o s .
Variable x-tda X x+tds dsx I .V .%
Fermentacienes 
Planta P ilo te 10 1 5 . 0 7 2 16.535 1 7 . 9 9 8 646 12
Medio E-4
2 ( 6
FERMENTACION DE ENZIM AS PROTEOLITICOS EN
PLANTA PILOTO.
E fec to  d e  la  a i r e a c iô n  en  la  f e r m e n ta c io n .
F e rm e n ta c ie n e s  0 ,5  l i t r o s / l i t r o / m i n u t e ;  0 ,7 5  1 / l / m .  ;
1 , 0  1/ l / m .  d e  c a u d a l d e  a i r e .
A l ig u a l q u e  s e  h iz o  en  la  P la n ta  S e m ip i le te ,  en  la  P lan ­
ta  P ilo te  s e  r e a l i z a r o n  p ru e b a s  c e n  d i f e r  e n te  s  c a u d a le s  d e  a i r e  c o n  e l 
fin  d e  c e n s e g u i r  a u m e n ta r  au n  m a s  l a s  a c t iv id a d e s .
En la  c u rv a  16, s e  r e p r é s e n ta  la  e v o iu c io n  se g u id a  d u ­
r a n t e  e l  p r e c e s e  p e r  la  a c tiv id a d  q u e r a t in e l i t i c a , cu an d o  s e  le  s u m in i^  
t r a b a n  a la  f e rm e n ta c io n  c a u d a le s  d e  a i r e  d e  0 ,5  1 / l / m .  ; 0 ,7 5  1 / l / m .  
y 1 , 0  1/ l / m .
La m ax im a  a c tiv id a d  q u e ra t in o l i t ic a  6 .7 3 8  U Q / m l . ,  s e  
ob tuvo  co n  e l c a u d a l d e  a i r e  d e  1 , 0  1/ l / m .  y a la s  66  h o ra s  d e  p ro c e s o .
En e s ta  m is m a  c u rv a  p o d em o s  o b s e r v a r  la  e v o iu c io n  d e l 
pH . d u ra n te  la  f e r m e n ta c io n .  El p H . in ic ia l  e s  d e  7 ,2 - 7 ,  3 ; t r a n s c u r r i -
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d a s  la s  12 p r i m e r a s  h o r a s  d e l p ro c e s o  ha d is m in u id o  e n  la s  t r e s  p r u e ­
b a s  d e  a i r e a c iô n ,  p a r a  c o m e n z a r  a  a u m e n ta r  a  p a r t i r  d e  e s t a s  12 h o ra s  
d e  fo rm a  m uy s e m e ja n te  co n  lo s  t r e s  c a u d a le s  d e  a i r e  d e  la  p ru e b a  ; -  
lo s  m a x im o s  v a lo r e s  s e  o b tie n e n  a  l a s  66  h o r a s  d e  p ro c e s o  s ie n d o  é s  -  
to s  d e  9 ,0 ,  8 ,5  y 9 ,3  p a r a  lo s  c a u d a le s  d e  0 ,5  1 / l / m . ;  0 ,7 5  1 / l / m .  y
1 , 0  1/ l / m .  r e s p e c t iv a m e n te .
En la  c u rv a  17 s e  v e  la  e v o iu c io n  s e g u id a  p o r  la  a c tiv i­
d a d  h e m o g lo b in o lf t ic a , o b te n ié n d o se  ta m b ié n  en  e s t e  c a s o  e l  m â x im o  v a  
lo r  c u an d o  s u m in i s t r a m o s  1 , 0  1/ l / m . y  a  l a s  66  h o ra s  d e  p r o c e s o .
En e s t a  c u rv a  17, v e m o s  e l  c u r s o  se g u id o  p o r  e l c o n s u ­
m e  d e  a z u c a r  e n  la  f e r m e n ta c io n .  E s te  c o n su m e  e s  m u ch o  m a s  r a p id e  
c u a n to  m a y o r  e s  e l c a u d a l d e  a i r e  s u m in i s t r a d o ,  h a s ta  l l e g a r  a la s  72 
h o ra s  d e  p r o c e s o ,  en  q u e  lo s  n iv e le s  d e  a z u c a r  so n  d e  5 ,0  m g / m l . ;
1 ,8  m g /m l .  y 0 ,3  m g / m l .  co n  0 ,5  1 / l / m .  ; 0 ,7 5  1 / l / m .  y 1 ,0  1 / l / m .  
r e s p e c t iv a m e n te .
En l a s  ta b la s  16 y 17 s e  e x p re s a n  lo s  d a te s  e s ta d is t ic o s  
de  la s  p ru e b a s  d e  a c tiv id a d  q u e ra t in o l i t ic a  y h e m o g lo b in o lf t ic a , r e a l i -  
z a d a s  con  d if e r e n te s  c a u d a le s  d e  a i r e .
En la s  g r â f ic a s  16 y 17, s e  r e p r e s e n ta n  lo s  v a lo r e s  p ro  
m ed io s  y m a rg e n e s  d e  c o n fia n z a  d e  a m b a s  a c t iv id a d e s .
2 »
(III
i;,,,  / iit.-i on <ln r n x i m a s  p r o i .n t . ]  j . t  i r r ' s  e n  P l a n t a  P . i l o t o
I'/ft'f lf ) (In l a  a i v o a c  i o n  nn ] a  f n i  i i in n t a c i  o n .
I', r i i i ' a t t a n i n n r a  c o n  0 , 1  I  j t r o s / l i t . r o / n n  n u l  o ;  0 , 7 1  l / l / i "  
1 , 0  l / l / i u .  (In c a iK la l  (In a l r n .
Ac i. IV Id a  (1 c( R Q nn i a  I. i  n o I  î  t  j. c  a
1,0 I l/t/mj
0,75 1/1/ m; 
D,ü 1/ 1/ m'
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TABLA 16
Fermentacion de enzimas p r o te o lît ic o s  en Planta P ilo to .
Efecto de la  a ireaciôn  en la  fermentaciôn.
Fermentaciones con 0 ,5  l it r o s /lit r o /m ln u to ;  0 ,75 l/ l /m ;  y 1 ,0  l / l / n  
de caudal de a ir e .
A ctividades Q u era tin o litica s .
Datos e s ta d îs t ic o s .
Variable n x-td s X x+tds dsx I.V.%
0 , 5  l / l /m . 5 3 . 9 8 6 4.759 5 . 5 3 1 278 13
0,75 1/ l / m . 9 4 . 3 3 0 5 . 2 3 3 6 . 1 3 6 391 22
1 , 0  1/l/m . 11 5 . 2 2 7 6 . 3 7 8 7 . 5 2 8 516 26
1 !
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F o r  mon t a c i  o n e s  c o n  0 , 1  1 i t r o s / l i t . r o / m i  m i t o ;  0 , 7 1  ] / l / m .  y  
1 , 0  l / l / m .  do o a i i t l a l  do  a i r e .
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TABLA 17
Fermentacion de enzimas p r o te o lît ic o s  en Planta P ilo to ,
E fecto de la  a ireaciôn  en la  ferm entaciôn.
Fermentaciones con 0 ,5  litr o s /litr o /m in u to ;  0,75 l / l / m . ; y 1 ,0  l / l /m .  
de caudal de a ir e .
Actividades H em oglobinoliticas.
Datos e s ta d îs t ic o s .
Variable x -td s X x+tds dsx I.v.%
0 ,5  1 /l/m . 14 10.640 1 2 . 2 3 4 1 3 - 8 2 8 737 22
0,75 1 /l/m . 11 14.614 1 6 .1 5 1 17.688 6 9 0 14
1 ,0  1 /l/m . 11 22.397 2 4 . 9 0 6 27.414 1 . 1 2 5 14
' I
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i i 3
I  , : l I 1 h
■jp.ooo
I i
i t
2CvOor>
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>/.,ooh
-z z .o o o
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7 . 2 A
FERMENTACION DE ENZIM AS PROTEOLITICOS EN
PLANTA PILOTO.
E fec to  d e  a d ic io n  d e  n u t r ie n te s  d u ra n te  la  f e r m e n ta c io n .
M ed io s  E -4  ( T e s t ig o ) ;  E - 4 /1 ;  E -4 /2  y E - 4 /3 .
U na v e z  s e le c c io n a d o  e l m e d io  E -4 , p o r  s e r  co n  e l q u e  
s e  ban  o b te n id o  l a s  m a y o r e s  a c t i v id a d e s ,  pen  s a  m o s  en h a c e r  f e r m e n ­
ta c io n e s  con  n u e v a s  y d i f e r e n te s  a d i c i o n e s .
La p r i m e r a  p ru e b a  e fe c tu a d a  fue  a d ic io n a r  2 ,5  g / 1 . d e  
s o j a ,  po lvo  d e  p ezu n a  y c o r n - s t e e p ,a  l a s  24 h o r a s  d e l p ro c e s o  y o t r o s  
2 ,5  g /1 .  a  l a s  36 h o r a s .  Al m e d io  r é s u l t a n t e  lo  I la m a m o s  E - 4 /1  y  la  -  
a c tiv id a d  q u e r a t in o l i t ic a  q u e  o b tu v im o s  co n  e l ,  fu e  d e  5 .8 0 4  U Q /m l .  -  
f r e n te  a  6 .8 7 8  U Q /m l.  con  e l m e d io  t e s t i g o .  La a c tiv id a d  h e rn o g lo b i-  
n o il tic  a  fu e  d e  1 8 .2 8 7  U A /m l.  f r e n te  a  2 5 .2 7 6  U A /m l. d e l m e d io  t e s ­
t ig o ,  E -4 .
En la  se g u n d a  p ru e b a  e f e c tu a d a ,  m ed io  E - 4 /2 ,  l a s  a d i ­
c io n e s  fu e ro n  d e  5 g /1 -  d e  s o ja  y  2 ,5  g / l .  d e  po lvo  d e  p ezu n a  a  la s
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24 h o r a s  d e  fe rm e n ta c io n  y  d e  5 g / l .  d e  s o ja  y 2 ,5  g / l .  d e  po lvo  d e  
p ezu n a  a  l a s  36 h o r a s  d e  p r o c e s o .  L os c a ld o s  d e  fe r m e n ta c io n  d ie -  
ro n  u n a s  a c t iv id a d e s  q u e r a t in o l i t i c a  y  h e m o g lo b in o lf t ic a  d e  5 .5 7 3  U Q /m l.  
y  1 5 .5 2 8  U A /m l .  r e s p e c t iv a m e n te .  P o d e m o s  v e r  q u e  en  a m b o s  c a s o s  
l a s  a c t iv id a d e s  a lc a n z a d a s  so n  m e n o r e s  q u e  l a s  o b te n id a s  co n  e l  m e ­
d io  t e s t i g o .
En l a  t e r c e r a  p ru e b a  p u s im o s  D e x tro s a  en  la  c a r g a  in i ­
c ia l  en lu g a r  d e  a lm id ô n  p a ra  e l m e d io  E -4  y ta m b ié n  en  e s t e  c a s o  l a s  
a c t iv id a d e s  o b te n id a s  , ta n to  q u e r a t in o l i t ic a  c o m o  h e m o g lo b in o lf t ic a  -  
e r a n  s e n s ib le m e n te  m e n o r e s  q u e  l a s  d e l m e d io  te s t ig o  E -4 .
D e sp u é s  d e  e s t a s  e x p e r ie n c ia s  r e a l i z a d a s  con  a d ic io ­
n e s  d e  n u t r ie n t e s  d u ra n te  la  f e r m e n ta c iô n  d e  S tr e p to m y c e s  f r a d ia e  -  
p a ra  la  o b te n c iô n  d e  e n z im a s  p r o t e o l f t i c o s , p o d em o s  c o n c lu i r  q u e  -  
p o r  lo  m en  o s  en  la s  c o n d ic io n e s  r e a l i z a d a s ,  e s t a s  a d ic io n e s  n o  s u p o -  
nen u n a  m e jo r a  en  l a s  a c t iv id a d e s  q u e ra t in o l f t ic a  y h e m o g lo b in o lf t ic a  
p re s e n t.e s  en  lo s  c a ld o s  d e  f e r m e n ta c iô n .
O K  O U  P l . i i i l a  J ’ i J . o l ' . oF o i m c i i i  i  o n  d o  o n / ,  !  m o s  j i r o  I  ( ; o l  l  
I C f i ' c F o  d "  n ( ? i . o  i  d n  d o  n n  l . r  i  r o i  (  o s  d o  i  o n  (  o  T o  f < n - i i i o n  ( . f n ’- . i . o n
U9 /ml
- v.ono
Q u c ' j ' o  I :  i n o l  1  ( .  i  o nA o  T ,  i  v i  c l o d
3 . 0 0
7.001
1.000
24
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TABLA 18
Fermentacion de enzimas p r o te o lî t ic o s  en Planta P ilo to .  
Efecto de ad iciôn  de n u tr ien tes durante la  fermentaciôn. 
Medios E-4 (T estig o ); E - 4 / l ; E -4/2 y E -4 /3 .
Actividades Q u er a tin o litic a s .
Datos e s ta d îs t ic o s .
Variable n x-td s X x+tds dsx I.V.%
Medio
T estigo E-4 10 6.045 6 . 8 7 8 7 - 7 1 1 368 16
Medio E -4 /l 10 5-103 5-804 6.504 309 16
Medio E-4/2 10 4.949 5-573 6.200 277 15
Medio E-4/3 11 3-437 4.415 5-393 308 21,6
t I
I I
f i -G.OOO
i
;i
3 . 0 0 0
I
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- 2 .000 ,I I
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TABLA 19
Fermentaciôn de enzimas p r o te o lît ic o s  en Planta P ilo to .  
Efecto de adiciôn  de n utrientes durante la  fermentaciôn. 
Medios E-4 (T estigo); E - 4 / l ; E -4/2 y E -4/3 .
Actividades Hemoglobinolitifcas.
Datos e s ta d îs t ic o s .
Variable x-td s x+tds dsx I-V.%
Medio
Testigo E-4 10 23.411 2 5 . 2 7 6 27.141 824 10
Medio E -4 /l lO 1 7 .1 0 1 1 8 . 2 8 7 1 9 . 4 7 2 524 9
Medio E-4/2 lO 14.40? 1 5 . 5 2 8 1 6 . 6 5 0 495 10
Medio E-4/3 11 10.465 1 1 . 4 7 7 12.488 453 13
!   ^ I
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7,3 onn
70.000
: i ■
77,000
-7 7.000
70 000
18.000
10.00 n
1 4000
17000
■10 000
I I
I I
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FERMENTACION DE ENZIM AS PROTEOLITICOS EN PL A N ­
TAS PILOTO E INDUSTRIAL.
C om  p a r  ac  iôn  d e  la s  f e r m e n ta c io n e s  en  a m b a s  p la n t a s .
M ed io  E -4 .
A l c o m p a r a r  l a s  a c t iv id a d e s  p ro m e d io  q u e r a t in o l i t ic a s  
y  h e m o g lo b in o l i t ic a s ,  o b te n id a s  r e s p e c t iv a m e n te  en  l a s  f e r m e n ta c io n e s  
d e  P la n ta  p i lo to  y  f â b r i c a ,  s e  v ê  q u e  no  e x is te n  d i f e r e n c ia s  s ig n i f i c a t i— 
v a s  en lo s  r e s u l t a d o s .
Los v a lo r e s  p ro m e d io  d e  a c tiv id a d  q u e r a t in o l i t ic a  a la s  
66  h o r a s ,  son  a lg o  m â s  e le v a d o s  en  la  P la n ta  p ilo to  q u e  lo s  o b te n id o s  
en  f â b r i c a .  T an to  en P la n ta  p ilo to  c o m o  en f â b r ic a  s e  p ro d u c e  u n a  r â p i -  
d a  s u b id a  d e  l a s  a c t iv id a d e s  e n t r e  l a s  48 y 60 h o r a s  d e  p r o c e s o ,  c u rv a  
2 0 .
A n â lo g a m e n te  s e  c o m p o r ta n  l a s  a c t iv id a d e s  h e m o g lo b i­
n o l i t i c a s ,  ya q u e  l a s  f e r m e n ta c io n e s  en a m b a s  p la n ta s  s ig u en  c a m in o s  
m uy  p a r a l e lo s .  Los v a lo r e s  m â x im o s  d e  a c tiv id a d  s e  o b tu v ie ro n  a la s
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66  h o r a s  en la  P lan ta  p ilo to  y  a  l a s  72 h o r a s  en f â b r ic a ;  d ic h o s  v a lo r e s  
fu e ro n  r e s p e c t iv a m e n te  d e  2 8 .5 2 6  y  2 5 .8 3 3  U A /m l - , c u rv a  2 1 .
La ev o iu c io n  d e l pH en  a m b o s  p r o c e s o s , P la n ta  p ilo to  y 
f â b r i c a , s e  pu ed e  s e g u i r  en d ic h a s  c u r v a s . C om o e s  h a b itu a i en  e s ta  
f e rm e n ta c iô n  s e  p ro d u c e  una  b a ja d a  s o b r e  e l v a lo r  in ic ia l  d e l p H , s o ­
b r e  l a s  24 h o r a s ,  p a ra  in c r e m e n ta r s e  p o s te r io r m e n te  h a s ta  un o s  v a lo ­
r e s  d e  a p ro x im a d a m e n te  8 ,5  en f â b r ic a  y 8 ,7  en P lan ta  p ilo to .  C o m o  -  
s e  p u ed e  a p r e c i a r ,  la  m a rc h a  d e l pH s ig u e  p r â c t ic a m e n te  la  m is m a  
e v o iu c io n  en l a s  d o s  c u r v a s .
El c o n su m o  d e  a z u c a r  e s  ta m b ié n  m uy p a r e c id o ,  au n q u e  
a l f in a l d e l p ro c e s o  s e  ten g an  un o s  v a lo r e s  l ig e r a m e n te  s u p e r io r e s  en 
la s  f e r m e n ta c io n e s  d e  f â b r ic a .
. "i;
I I
uq
l"f fi'ion ( AC.:i 0(1 (lA lUAM (u fif o o l  î
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TABLA 2 0 -2 1
Fermentaciôn de enzimas p r o te o lît ic o s  en la s  Plantas P ilo to  e In d u stria l. 
Comparaciôn de la s  fermentaciones en ambas p lantas.
Medio E-4.
Datos e s ta d îs t ic o s .
Actividades Q u era tin o litica s .
Variable x-td s X x+tds dsx I.V.%
Fe rmentac i  one s 
Planta P ilo to 30 6 . 7 6 4 7 . 7 0 4 8 .6 4 4 459 33
Fermentaciones
Fâbrica 29 6 . 2 3 3 6 . 7 6 8 7 . 3 0 2 261 20
Actividades H em oglobinoliticas.
Variable n x -td s x+tds dsx I.V.%
Fermentaciones 
Planta P ilo to 31 2 7 . 7 7 8 2 8 . 5 2 8 2 9 . 2 6 8 36 2 7
Fermentaciones
Fâbrica 31 2 5 . 3 7 8 2 5 . 8 3 3 2 6 . 2 8 9 223 5
I tp
I , I
I.
I
I. I
!  I
0 ,0 0 0
-7 .0 0 0
-6.00(1 -i
! I . I
I "  I 
6.000
-A.000.
■ I - . :
-3.000
i ,  i ,  I
I I
iL J;.
J  I
! I
GItAFICA 20
Fenneiitac i on  <lc onzimns p r o to o l5 .t . .i  c o s  on  l as Plantas | 
P ilo to  o .Tiidii.strial ,
Comparar,ion do la s  foimont.acionos on ambas plantas. 
Modio F-A.
Actividados Q u cra tin o litica s.
I Ilopro.scntariôn do la  tab la  20.
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EXTRAC CION DE ENZIM AS PROTEOLITICOS EN
LA BORA TORI O
E x tra c c io n  d e  c a ld o s  d e  P lan ta  S e m ip ilo to -
En la  ta b la  (2 2 )  s e  e x p re s a n  lo s  d a to s  o b te n id o s , p r o m e ­
d io  d e  l a s  7 p ru e b a s  d e  e x tr a c c io n  r e a l iz a d a s  con  el p ro c e s o  s t a n d a r d .
E s te  p r o c e s o ,  e s  e l y a  d e s c r l to  en e l a p a r ta d o  c o rre sp o n ^
d ie n te ,  3 . 4 . 2 .
Se p a r t io  d e  u n a  m e z c la  d e  c a ld o s  fe rm e n ta d o s  con 7 .3 8 0  
U A /m l. y 2 .6 1 0  U Q /m l. d e  a c tiv id a d  p ro m e d io ; d e s p u é s  d e  la  f i l t r a c iô n ,  
el v o lu m en  a e x t r a e r  e r a  de  3 .0 0 0  m l .  con una  a c tiv id a d  d e  7 .1 1 5  U A /m l. 
y d e  2 .4 8 0  U Q /m l. d e l c a ld o  m e z c la d o .
A p a r t i r  de l c a ld o  f i l t r a d o  s e  o b tu v ie ro n  1 5 ,0 7  g .  d e  p r o -  
te a s a  c ru d a  con una a c tiv id a d  h e m o g lo b in o lf t ic a  d e  680 U A /m g . y 243 U Q / 
m g . q u e r a t in o l f t ic a .  E s te  e n z im a  c ru d o  s e  p u r i f ic ô ,  y s e  o b tu v ie ro n  7 ,2 9  
g .  d e  p ro te a s a  con u n a  a c tiv id a d  d e  1 .1 6 7  U A /m g . y  479 U Q /m g .
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El re n d im ie n to  d e  la  e x t r a c  c i on d e l c a ld o  f ü t r a d o  a  p r o -  
t e a s a  c r u d a , fu é  d e l 48% s o b r e  la  a c t iv id a d  h e m o g lo b ln o lf t ic a  y d e l  49% 
s o b r e  la  a c t iv id â d  q u e ra t ln o l f t ic a  y  d e l 40% y 47% co n  r e s p e c t e  a  p r o -  
t e a s a  p u r i f ic a d a .
El re n d im ie n to  d e  p r o t e a s a  c r u d a  a  p r o t e a s a  m â s  p u r i f i ­
c a d a  fu é  en  a c t iv id a d  h e m o g lo b in o lit ic a  y  q u e r a t in o l f t i c a  d e l 83% y  95% 
r e s p e c t i v a m e n te .
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TABLA 22
Extracciôn de enzimas p r o te o lît ic o s  en Laboratorio. 
Extracciôn de caldos de Planta Sem ipiloto.
Proceso Standard, (pâg. 91 -  9^)
Fermentaciôn en 
Planta Sem ipiloto
Actividades
hem oglobinoliticas
Actividades
q u era tin o litica s
Actividad del 
caldo fermentado. 7 . 3 8 0  UA/ml. 2.610 UQ/ml.
Volumen de
caldo f ilt r a d o , ml. 3 . 0 0 0 3 . 0 0 0
Actividad promedio 
caldo f iltr a d o . 7 . 1 1 5  UA/ml. 2.480 UQ/ml.
Peso proteasa 
cruda obtenida g. 1 5 , 0 7 1 5 ,0 7
Actividad  
proteasa cruda 6 8 0  UA/mg. 243 UQ/mg.
Peso proteasa 
pura obtenida g. 7,29 7 , 2 9
i
Actividad 
proteasa pura 1 . 1 6 7  UA/mg. 4 7 9  UQ/mg.
Rendimiento %, 
caldo f i lt r a d o /  
proteasa cruda
48% 49%
Rendimiento %, 
proteasa cruda/ 
proteasa pura
83% 95%
Rendimiento %, 
caldo f i lt r a d o /  
proteasa pura
40% 47%
EXTRACCION DE ENZIMAS PROTEOLITICOS EN
LABORATORIO.
E x tra c c iô n  d e  c a ld o s  d e  P la n ta  S e m ip ilo to , f e r m e n ta -
d o s  con  d i f e r e n te s  c a u d a le s  d e  a i r e .
En la s  ta b la s  23 y  24 s e  exponen  lo s  d i f e r e n te s  v a lo r e s  
d e  a c t iv id a d e s  q u e ra t ln o lf t ic a  y  h e m o g lo b in o li t ic a  o b te n id o s  en la  e x ­
t r a c c iô n  d e  lo s  c a ld o s  fe rm e n ta d o s  co n  d i f e r e n te s  c a u d a le s  d e  a i r e ;  -  
0 ,5  1 / l / m . ;  0 ,7 5  1 / l / m .  y  1 ,0  1 / l / m . , f r e n te  a  un m ism o  v o lu m en  d e  
c a ld o  f i l t r a d o  d e  3 .0 0 0  m l .  El n u m é ro  d e  p ru e b a s  d e  c a d a  v a r i a b le  ha  
s id o  d e  5 y  e s t a s  ta b la s  e x p re s a n  lo s  v a lo r e s  p r o m e d io s .
L os p e s o s  d e  p r o te a s a  c ru d a  y  p u r i f ic a d a  o b te n id o s  con 
lo s  c a ld o s  con  c a u d a l d e  a i r e  d e  0 ,5  1 / l / m .  fu e ro n  lo s  m a y o r e s .
L as a c t iv id a d e s  m a y o re s  d e  p r o te a s a  c ru d a  y p u r i f ic a d a  
p ro c e d e n  d e  lo s  c a ld o s  f e rm e n ta d o s  con  1 ,0  1 / l /m  - d e  a i r e a c iô n ,  p o r  lo  
q u e  s e  p u ed e  a f i r m a r  q u e  e s  e s ta  la  a i r e a c iô n  m a s  c o n v e n ie n te ,
Los re n d im ie n to s  , d e  a c tiv id a d  h e m o g lo b in o lf t ic a , s o —
-  243 -
b r e  e l  p r o c e s o  s t a n d a r d  en  e l  c a s o  d e  un  c a u d a l d e  a i r e  d e  0 ,5  1 / l / m .  
so n  d e l 97% y d e  un 193% y 232% cu an d o  e l  c a u d a l e s  d e  0 ,7 5  1 / l / m .  y
1 ,0  1 / l / m .  r e s p e c t iv a m e n te .
En a c tiv id a d  q u e r a t ln o l f t i c a , y s o b r e  e l  p r o c e s o  s ta n  -  
d a r d ,  so n  d e l 74%, 141% y 192% p a r a  lo s  c a u d a le s  d e  a i r e  d e  0 ,5  1 / l /m  
0 ,7 5  1 / l / m .  y 1 ,0  1 / l / m .  r e s p e c t iv a m e n te .
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TABLA 23
Extracciôn de enzimas proteolîticos en Ijaboratorio.
Extracciôn de caldos de Planta Semipiloto, fermentados con dife 
rentes caudales de aire.
Actividades Queratinoliticas.
Caudal de a irea ­
ciôn durante la  
fermentaciôn
0 , 5  l . / l . / m . 0 ,7 5  l . / l . / m 1 , 0  l . / l . / m .
Actividad del c a l­
do fermentado,UQ/ml. 3 .0 2 0 4 .4 6 8 4.594
Volumen de caldo  
filtrad o^m l. 3 .0 0 0 3 .0 0 0 3.000
Actividad promedio 
caldo filtrado,UQ/m l 2 .9 1 2 4 .1 1 3 4.477
Peso proteasa  
cruda obtenida g. 1 3 ,1 0 9 ,0 3 7 , 2 0
Actividad proteasa  
cruda, UQ/mg. 353 328 410
Peso proteasa  
pura obtenida g. 6 , 3 0 3,81 2,89
Actividad proteasa 
pura, UQ/mg. 551 676 920
Rendimiento %, 
caldo f i l t r a d o /  
proteasa cruda
53% 24% 22%
Rendimiento %, 
proteasa cruda/ 
proteasa pura
75 % 87% 90%
Rendimiento %,  
caldo f i l t r a d o /  
proteasa pura
40% 21% 20%
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TABLA 24
Extracciôn de enzimas p r o te o lît ic o s  en Laboratorio.
Extracciôn de caldos de Planta Sem ipiloto, fermentados con d ife ­
rentes caudales de a ir e .
Actividades H em oglobinoliticas.
Caudal de airea­
ciôn durante la 
fermentaciôn
0,5 l./l./m. 0,75 l./l./m. 1,0 l./l./m.
Actividad del caldo 
fermentado, UA/ml. 6.347 8.970 9.315
Volumen de caldo 
filtrado, ml.
3.000 3.000 3.000
Actividad promedio 
caldo filtrado,UA/ml
6.181 8.799 9.000
Peso proteasa cruda 
obtenida g. 13,10 9,03 7,20
Actividad proteasa 
cruda, UA/mg.
764 1,096 1.334
Peso proteasa 
pura obtenida g. 6,30 3,81 2,89
Actividad proteasa 
pura, UA/mg. 1.130 2.260 2,710
Rendimiento %,  
caldo filtrado/ 
proteasa cruda
54% 37% 36%
Rendimiento %, 
proteasa cruda/ 
proteasa pura
71% 87% 82%
Rendimiento %,  
caldo filtrado/ 
proteasa pura
38% 33% 29%
- EXTRACCION DE ENZIM AS PROTEOLITICOS EN
LABORATORIO
E x tra c c iô n  d e  c a ld o s  d e  P la n ta  S e m ip ilo to , f e r m e n ta ­
d o s  con  d i f e r e n t e s  m e d io s  d e  c u l t iv o .
En la s  ta b la s  25 y 2 6 , s e  exp o n en  lo s  d if e re n te s  v a lo r e s
d e  a c t iv id a d e s  q u e ra t ln o l f t ic a  y h e m o g lo b in o lf t ic a  o b te n id o s  en la  e x -----
tr a c c iô n  d e  c a ld o s  f e r m e n ta d o s  seg u n  lo s  m e d io s  d e  c u lt iv o  e n s a y a d o s .
Los c a ld o s  fe rm e n ta d o s  s e  f i l t r a r o n  y ,  co m o  en  to d a s  -  
l a s  p ru e b a s  h e c h a s  con  c a d a  v a r i a b l e ,  s e  s e p a r a r o n  3 .0 0 0  m l .  d e  c a ld o  
f i l t r a d o .  El n u m é ro  d e  p ru e b a s  e fe c tu a d a s  e s  d e  6 p a ra  c a d a  m e d io  y  en 
la  ta b la  e s tâ n  lo s  v a lo r e s  p r o m e d io s .
El c a ld o  d e l m e d io  T e s tig o  t ie n e  la  m ax im a  a c tiv id a d  en 
am  b a s  v a lo r a c io n e s  h e m o g lo b in o lf t ic a  y q u e r a t ln o l f t i c a ,  y ta m b ie n  en -  
lo s  f i l t r a d o s .
El p e so  d e  p r o t e a s a  c ru d a  e s  s in  e m b a rg o  m a y o r  p a ra  e l 
m e d io  Q S - 6 /2 , q u e  el d e l m e d io  t e s t i g o ,  Q S -6 .
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L as d o s  a c t iv id a d e s  son  ta m b ie n  m é s  e le v a d a s  en lo s  -  
c a ld o s  p ro c e d e n  te s  d e l m e d io  t e s t i g o .
L as v a r ia c io n e s  en  l a s  a c tiv id a d e s  e n t r e  e l p r o c e s o  -  
s ta n d a rd  y la s  p ru e b a s  con  c a ld o s  y  d is t in ta s  a d ic io n e s  ban  s id o  p a r a  
la  a c tiv id a d  h e m o g lo b in o lf t ic a  d e  un 191% en  e l m ed io  te s t ig o ;  101% -  
p a r a  e l m e d io  1; 93% p a r a  e l m ed io  2 ,  y 140% p a ra  e l 3 . En la  a c t i v i— 
d ad  q u e r a t ln o l f t i c a , d e l 152%, 62%, 72% y 123% en  lo s  m ed ios t e s t i g o ;  1 
2 y  3 r e s p e c t iv a m e n te .
C o m o  s e  v é  l a s  d is t in ta s  a d ic io n e s  e fe c tu a d a s  no b an  -  
s u p u e s to  un a u m e n to  en l a s  a c t iv id a d e s .
— 248 —
TABLA 23
Extracciôn de enzimas proteolîticos en Laboratorio.
Extracciôn de caldos de Planta Semipiloto fermentados con diferentes 
medios que lleven adiciôn de nutrientes.
Actividades Queratinoliticas.
Caldos fermentados en 
Planta Sem ipiloto
Medio
T estigo
QS-6
Medio
QS-6 / 1
Medio
QS-6/2
Medio
QS-6 / 3
Actividad caldo  
fermentado, UQ/ml- 5 .4 1 0 3.650. 3.940 5.220
Volumen de caldo  
f iltr a d o , ml. 3.000 3.000 3.000 3.000
Actividad caldo  
f i lt r a d o , UQ/ml. 5.270 3.587 3.811 5.185
Peso proteasa  
cruda, g. 25,57 26,32 3 7 ,1 9 23,5
Actividad proteasa  
cruda, UQ/mg. 364 163 86 291
Peso proteasa 
pura, g . 1 1 ,7 5 12,15 7,02 1 0 ,4 2
Actividad proteasa  
pura, UQ/mg. 730 301 346 591
Rendimiento %, 
caldo f i l t r a d o /  
proteasa cruda
59% 40% 28% 44%
Rendimiento %, 
proteasa cruda/ 
proteasa pura
92% 85% 76% 90%
Rendimiento %,  
caldo f i l t r a d o /  
proteasa pura
54% 34% 21% 40%
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TABLA 26
Extracciôn de enzimas proteolîticos en Laboratorio.
Extracciôn de caldos de Planta Semipiloto, fermentados con dife­
rentes medios que llevan adiciôn de nutrientes,
Actividades Hemoglobinoliticas.
Caldos fermentados 
en
Planta Sem ipiloto
Medio
T estigo
QS-6
Medio
QS-6 / 1
Medio
QS-6 / 2
Medio
QS-6 /3
Actividad del caldo 
fermentado, UA/ml. 1 5 -3 2 0 9 .8 3 5 8.560 13.175
Volumen de caldo  
f iltr a d o , ml. 3.000 3.000 3.000 3.000
Actividad caldo  
f ilt r a d o , UA/ml. 15.120 9 . 3 6 0 7 .4 6 0 12.747
Peso proteasa  
cruda obtenida g. 2 5 ,2 7 26,32 37,19 23,5
Actividad proteasa  
cruda, UA/mg. 1 .1 1 7 717
... f _
676 1.115
Peso proteasa 
pura obtenida g. 1 1 ,7 5 1 2 ,1 5 7 , 0 2 1 0 ,4 2
Actividad proteasa  
pura, UA/mg. 2 .3 3 4 1 .1 9 0 1.085 1 .6 4 0
Rendimiento %, 
caldo f i lt r a d o /  
proteasa cruda
63% 92% 85% 71%
Rendimiento %, 
proteasa cruda/ 
proteasa pura
96% 56% 40% 63%
Rendimiento %, 
caldo f i lt r a d o /  
proteasa pura
6o% 51% 34% 45%
EXTRACCION DE ENZIM AS PROTEOLITICOS EN
LABORATORIO.
E x tra c c iô n  d e  c a ld o s  d e  P la n ta  S e m ip ilo to  c o s e c h a d o s
con  d is t in to s  pH f in a l e s .
L os v a lo r e s  d e  l a s  a c t iv id a d e s  q u e ra t in o l f t ic a  y h e m o -  
g lo b in o li t ic a  o b te n id o s  en  la  e x tr a c c iô n  d e  lo s  c a ld o s  f e r m e n ta d o s  con  
d i f e r e n te s  pH s e  e x p re s a n  d e  l a s  ta b la s  27 y  2 8 .
El n u m é ro  d e  p ru e b a s  e fe c tu a d a s  con  c a d a  g ru p o  d e  pH 
fu é  d e  8 y l a s  ta b la s  p r e s e n ta n  v a lo r e s  p ro m e d io s  d e  e l l a s -
T ra b a ja m o s  con un v o lu m en  d e  3 .0 0 0  m l .  d e  c a ld o  f i l t r a ­
d o .
Se h a  c o m p ro b a d o  q u e  lo s  c a ld o s  f i l t r a d o s  con  m a y o r  a c d  
v id ad  q u e r a t ln o l f t i c a  y h e m o g lo b in o lf t ic a ,  tien  en un pH c o m p re n d id o  e n ­
t r e  7 ,5  -  8 , 4 .  A d ern âs  l a s  a c t iv id a d e s  de  p ro te a s a  c r u d a  p u r i f ic a d a  m âs  
e le v a d a s  p ro c e d e n  d e  c a ld o s  fe rm e n ta d o s  con  un pH e n t r e  7 ,5  -  8 , 4 .
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P o r lo  ta n to  s e  p u ed e  a f i r m a r  q u e  lo s  p ro d u c to s  o b te n i­
d o s  d e  c a ld o s  d e  fe rm e n ta c iô n  con  pH e n t r e  7 ,5  -  8 ,4 ,  son  lo s  d e  m a y o r  
a c t iv id a d .  A s im is m o  lo s  m a y o r e s  r e n d im ie n to s  s o b r e  e l p ro c e s o  s t a n ­
d a rd  ta n to  p a r a  la  a c tiv id a d  h e m o g lo b in o lf t ic a  co m o  p a r a  la  q u e ra t in o ­
l f t i c a ,  s e  o b tie n e n  ta m b ié n  con  c a ld o s  fe rm e n ta d o s  a  e s t e  m ism o  p H .
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TABLA 27
Extracciôn de enzimas proteolîticos en Laboratorio.
Extracciôn de caldos de Planta Semipiloto, cosechados con distintos 
pH finales.
Actividades Queratinoliticas.
Caldos fermentados en 
Planta Sem ipiloto
pH
hasta 7 , 4
pH
de 7 , 5 - 8 , 4 „ P”de 8 , 5 - 9 , 0
pH
Sup. a 9 ,1
Actividad caldo  
fermentado, UQ/ml. 4 .0 1 7 4.689 3.473 2.836
Volumen caldo  
f ilt r a d o , ml. 3 .0 0 0 3.000 3.000 3 . 0 0 0
Actividad promedio 
caldo f i l t r a d o , UQ/ml. 3 . 9 8 0 4.479 3.385 2.715
Peso proteasa  
cruda obtenida g. 2 2 ,0 9 2 8 ,8 4 3 6 ,8 4 34,88
Actividad proteasa  
cruda, UQ/mg. 289 317 212 161
Peso proteasa  
pura obtenida g . 11,30 8 ,9 3 15,57 12,56
Actividad proteasa  
pura, UQ/mg. 497 725 497 433
Rendimiento %, 
caldo f i l t r a d o /  
proteasa cruda
53% 68% 77% 69%
Rendimiento %, 
proteasa cruda/ 
proteasa pura
88% 71% 99% 97%
Rendimiento %, 
caldo f i l t r a d o /  
proteasa pura
47% 48% 76% 66%
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TABLA 28
Extracciôn de enzimas proteolîticos en Laboratorio.
Extracciôn de caldos de Planta Semipiloto, cosechados con distintos pH 
finales.
Actividades Hemoglobinoliticas,
Caldos fermentados en 
Planta Sem ipiloto
pH
hasta 7 , 4
pH
de 7 ,5 -8 ,4
pH
de 8 ,5- 9 , 0
pH
Sup. a 9,1
Actividad del caldo  
fermentado, UA/ml.
12.520 16.635 10.317 6.398
Volumen de caldo 
f iltr a d o , ml. 3.000 3.000 3.000 3.000
Actividad promedio 
caldo f iltr a d o , UA/ml. 12.381 16.005 10.287
6.232
Peso proteasa 
cruda obtenida g. 2 2 ,0 9
2 8 ,8 4 3 6 ,8 4 34,88
Actividad proteasa 
cruda,UA/mg.
908 1.066 603 477
Peso proteasa 
pura obtenida g. 11,30 8 ,9 3 15,57
12,56
Actividad proteasa 
pura, UA/mg. 1.722 2 .1 6 7 1.170 742
Rendimiento %,  
de caldo f i lt r a d o /  
proteasa cruda
54% 64% 72% 89%
Rendimiento %,  
de proteasa cruda/ 
proteasa pura
97% 63% 82% 56%
R e n d i m i e n t o  %, 
d e  c a l d o  f i l t r a d o /  
p r o t e a s a  p u ra
52% 4o% 59% 50%
EXTRACCION DE ENZIM AS PROTEOLITICOS EN
LABORATORIO
E x tra c c iô n  d e  c a ld o s  d e  P la n ta  S e m ip ilo to ,  f e r m e n ta d o s
co n  d i f e r e n t e s  m e d io s  d e  c u l t iv o  y c o lo n ia s .
L as ta b la s  29 y 30 p r e s e n ta n  lo s  d i f e r e n te s  v a lo r e s ,  p r o ­
m e d io s  d e  6 p r u e b a s ,  d e  a c t iv id a d e s  q u e ra t in o l f t ic a  y h e m o g lo b in o lf t ic a  
o b te n id o s  en  la  e x t r a c c iô n  d e  lo s  c a ld o s  f e r m e n ta d o s  co n  lo s  m e d io s  -  
S P -1  y E -4 .
Los c a ld o s  f e r m e n ta d o s  f i l t r a d o s  con  a c t iv id a d e s  m a x i­
m a s  , en  a c tiv id a d  h e m o g lo b in o lf t ic a  y  q u e r a t in o l f t i c a , s e  o b tie n e n  co n  
lo s  p ro c é d a n te s  de  s i e m b r a s  co n  la  c o lo n ia  b la n c  a en  e l  m e d io  E -4 . A s i ­
m is m o , l a s  m a y o r e s  c a n t id a d e s  d e  p r o t e a s a  c ru d a  y  p u r i f ic a d a  s e  ob  -  
t ie n e n  co n  e s ta  c o lo n ia  y m e d io .
El v a lo r  m â x im o  d e  la  a c t iv id a d  q u e ra t in o l f t ic a  en  la  -  
p r o te a s a  c ru d a  y p u r i f ic a d a ,  s e  o b tie n e  co n  la  c o lo n ia  b la n c a  e n  e l m e ­
d io  E -4 , y la  a c tiv id a d  h e m o g lo b in o lf t ic a  m a x im a  co n  la  c o lo n ia  b la n c a .
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e n  e l m e d io  S P -1 . Los v a lo r e s  o b te n id o s  con la  c o lo n ia  r o ja  son  in f e r io -  
r e s .
C o m p a ra n d o  lo s  p ro d u c  to s  o b te n id o s  con  e l m ed io  s t a n ­
d a r d ,  lo s  in c r e m e n to s  m a y o r e s  d e  a c tiv id a d  h e m o g lo b in o lf t ic a  han  s id o  
en lo s  m e d io s  S P -1  y E -4  con  lo s  d o s  t ip o s  d e  c o lo n ia s .  Ig u a l s u c e d e  con 
la  a c tiv id a d  q u e ra t in o l f t ic a :  lo s  m a jo r e s  v a lo r e s  s e  o b tie n e n  con  e l m e ­
d io  S P -1 .
El m a y o r  r e n d im ie n to  d e  c a ld o  f i l t r a d o /p r o te a s a  p u r i f ic a ­
da  s e  o b tie n e  con  e l m ed io  t e s t i g o ,  s e g u id o  d e  la  c o lo n ia  b la n c a  en  e l m e  
d io  SP-1 p a r a  la  a c tiv id a d  q u e r a t in o l f t i c a  y en  e l m e d io  E -4 p a ra  la  a c t i ­
v id ad  h e m o g lo b in o lf t ic a .
-  256 -
TABLA 29
Extracciôn de enzimas proteolîticos en Laboratorio.
Extracciôn de caldos de Planta Semipiloto, fermentados con diferentes 
medios de cultivo y colonias.
Actividades Queratinoliticas.
Caldos fermentados 
en
Planta Semipiloto
Medio SP-1 Medio E-4 Medio Testigo
Colonia
Blanca
Colonia
Roja
Colonia
Blanca
Colonia
Roja
Colonia
Testigo
Original
Actividad caldo 
fermentado, UQ/ml.
4.630 2,593 9.138 2.837 1.964
Volumen caldo 
filtrado, ml. 3.000 3.000 3.000 . 3.000 3.000
Actividad caldo 
filtrado, UQ/ml. 4.225 2.462 8.823 2.664 1.755
Peso proteasa cru­
da obtenida g. 8 ,5 9 9,09 12,00 5,19 9,31
Actividad protea­
sa cruda, UQ/mg. 1.067 713 1.115 873 433
Peso proteasa pu­
ra obtenida g. 1,98 1,51 4 ,77 2,23 3,47
Actividad protea­
sa pura, UQ/mg. 3.194 2.146 2 .440 1.198 1.057
Rendimiento %, 
caldo filtrado/ 
proteasa cruda
72% 88% 50% 57% 77%
Rendimiento %, 
proteasa cruda/ 
proteasa pura
69% 50% 87% 59% 91%
Rendimiento %, 
caldo filtrado/ 
proteasa pura
50% 44% 44% 33% 70%
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TABLA 30
Extracciôn de enzimas p r o te o lît ic o s  en Laboratorio.
Extracciôn de caldos de Planta Sem ipiloto, fermentados con d iferen tes  
medios de c u lt iv o  y co lo n ia s .
Actividades H em oglobinoliticas.
Caldos fermentados 
Planta Sem ipiloto
Medio SP-1 Medio E-4 Medio T estigo
Colonia
Blanca
Colonia
Roja
Colonia
Blanca
Colonia
Roja
Colonia
T estigo
O riginal
Actividad caldo  
fermentado, UA/ml. 15.080 10.743 1 7 .1 4 0 6.380 3.267
Volumen caldo  
f iltr a d o , ml. 3.000 3.000 3.000 3.000 3.000
Actividad caldo  
f i lt r a d o , UA/ml. 14.630 10.585 16.650
1
6.220 3 .1 4 1
Peso proteasa  
cruda obtenida g. 8 ,5 9 9 ,0 9 12,0 5 ,1 9 9,31
Actividad proteasa 
cruda, UA/mg. 3.475 2.620 2.915 2.478 597
Peso proteasa  
pura obtenida g. 1,98 1,51 4 ,7 7 2,23 3,47
Actividad proteasa 
pura, UA/mg. 9.629 5 .1 8 4 7.253 4.324 1 .1 2 0
Rendimiento %, 
caldo f i l t r a d o /  
proteasa cruda
68% 75% 70% 69% 59%
Rendimiento %, 
proteasa cruda/ 
proteasa pura
64% 33% 99% 75% 70%
Rendimiento %, 
caldo f i lt r a d o /  
proteasa ptira
43% 25% 69% 52% 41%
EXTRACCION DE ENZIM AS PROTEOLITICOS EN
LABORATORIO.
E x tra c c iô n  d e  c a ld o  d e  P lan ta  S e m ip ilo to , c o s e c h a d o s
c o n  d i s t i n ta s  a c t iv id a d e s  f i n a l e s .
En l a s  ta b l a s  31 y 32 s e  o b s e r v a n  lo s  v a lo r e s  p ro m e  -  
d io s  o b te n id o s  d e  oc ho p ru e b a s  r e a l i z a d a s ,  e x c e p to  p a r a  lo s  c a ld o s  -  
f e r m e n ta d o s  co n  8 .0 0 0  -  1 0 .0 0 0  U A /m l;  sô lo  s e  pudo  t r a b a j a r  c o n  s e i s  
d e  e l l o s ,  ya  q u e  lo s  d o s  r e s t a n t e s  s e  d e s e c h a r o n  p o r  p r e s e n ta r  g r a n  -  
d e s  a n o r m a l id a d e s .
S e  t r a b a jô  co n  v o lû m e n e s  d e  3 .0 0 0  m l .  d e  c a ld o  f i l t r a ­
d o , a g ru p a n d o  lo s  c a ld o s  f e r m e n ta d o s  se g u n  l a s  d i f e r e n te s  a c t i v id a d e s .
D e  lo s  c a ld o s  q u e  p ro c e d e n  d e  fe r m e n ta c io n e s  c o n  m è ­
n e s  d e  6 .0 0 0  U A /m l.  s e  o b tie n e n  p ro d u c to s ,  p r o t e a s a s  c r u d a s  y  p u r i ­
f ic a d a  s  , co n  a c t iv id a d e s  i n f e r io r e s  a  la s  o b te n id a s  co n  c a ld o s  d e  a p r o -  
x im a d a m e n te  7 .0 0 0  U A /m l.  o m â s .
En lo s  in te r v a lo s  que van de 6 .0 0 0  -  1 2 .0 0 0  U A /m l. ,
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s e  o b tien en  p ro d u c to s  c ru d o s  y p u r i f ic a d o s  c u y a s  a c t iv id a d e s  h e m o g lo ­
b in o lf t ic a  s  e s tâ n  p rô x im a s  a  l a s  o b te n id a s  en  e l p ro c e s o  s t a n d a r d .  Sin 
e m b a rg o ,c u a n d o  lo s  c a ld o s  f e r m e n ta d o s  tien en  a c tiv id a d e s  d e  1 2 .0 0 0  -
1 5 .0 0 0  U A /m l-y  m a y o r e s ,  s e  p ro d u c e  un g ra n  a u m e n to  en la  a c tiv id a d  
d e  lo s  p ro d u c to s  c ru d o s  y p u r i f ic a d o s ,  lle g â n d o s e  a  c o n s e g u i r  a c t iv i—  
d a d e s  d e  m â s  d e  1 .0 0 0  U A /m g . y m â s  d e  1 .5 0 0  U A /m g . en p ro d u c to s  
c r u d o s ,  y h a s ta  m â s  d e  2 .0 0 0  U A /m g . en p ro d u c to s  p u r i f ic a d o s .
En a c t iv id a d e s  q u e r a t in o l f t i c a s , lo s  c a ld o s  f e r m e n ta d o s  
con h a s ta  1 2 .0 0 0  U A /m l. dan  lu g a r  a  p ro d u c to s  c ru d o s  y p u r if ic a d o s  
con a c t iv id a d e s  m ucho  m e n o re s  q u e  la s  d e  lo s  c a ld o s  d e  m â s  d e  1 2 .0 0 0  
U A /m l.
Es d e c i r  que  a  p a r t i r  d e  c a ld o s  con  a c t iv id a d e s  s u p e r io -  
r e s  a  1 2 .0 0 0  U A /m l. h ay  un s e n s ib le  a u m e n to  en la  a c tiv id a d  d e  lo s  -  
p ro d u c to s  c ru d o s  y p u r o s .
Se p u ed e  d e c i r  p o r  tan to  q u e  en la  a c tiv id a d  h e m o g lo b i-  
n o li tic a  e x is te  un p a r a le l i s m o  e n t r e  la s  a c tiv id a d e s  d e  lo s  c a ld o s  ferm en^ 
tad o s  y lo s  p ro d u c to s  o b te n id o s  d e  e s to s  c a ld o s .  A s im is m o , s e  ve q u e  en 
la s  a c t iv id a d e s  q u e r a t in o l i t i c a s ,  e l in c r e m e n to  d e  la  a c tiv id a d  que  s e  
p ro d u c e  en lo s  p ro d u c to s  c ru d o s  y p u r if ic a d o s  o b te n id o s , e s  s e n s ib le -  
m e n te  in f e r io r .
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TABLA 31
Extracciôn de enzimas p r o te o lît ic o s  en Laboratorio.
Extracciôn de caldos de Planta S em ipiloto , cosechados con d is t in ta s  -  
activ idad es f in a le s .
Actividades Q u era tin o litica s .
Caldos fermentados 
en Planta Semipilc 
to . UA/ml.promedic
< 6 .0 0 0 6 -8 .0 0 0 8 -1 0 .0 0 0 10- 1 2 .0 0 0 12 - 1 5 . ooc > 1 5 .0 0 0
Actividad caldo  
fermentado,UQ/ml. 2 .580 2 .8 9 0 3 .2 2 0 3.418 4.417 4 .6 3 0
Volumen de caldo  
f i lt r a d o , ml. 3 .0 0 0 3 .0 0 0 3 .0 0 0 3 .0 0 0 3 .0 0 0 3 .0 0 0
Actividad caldo  
f iltr a d o , UQ/ml. 2.323 2 ,8 0 5 3 .143 3 .2 9 2 4 .1 5 7 4 .3 3 2
Peso proteasa  
cruda obtenida g . 21 ,9 2 0 ,4 2 8 ,5 2 7 ,9 20 ,4 21 ,9
Actividad proteasa  
cruda, UQ/mg. 165 173 170 195 366 379
Peso proteasa  
pura obtenida g. 9 ,3 8 ,4 14,1 16 ,8 11,7 14 ,4
Actividad proteasa 
pura, UQ/mg. 271 315 292 299 491 484
Rendimiento %, 
caldo f i l t r a d o /  
proteasa cruda
57% 42% 51% 59% 63% 67%
Rendimiento %, 
proteasa cruda/ 
proteasa pura
70% 75% 85% 71% 77% 84%
Rendimiento %, 
caldo f i l t r a d o /  
proteasa pura
40% 31% 43% 42% 49% 56%
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TABLA 32
Extracciôn de enzimas p r o te o lît ic o s  en Laboratorio.
Extracciôn de caldos de Planta Sem ipiloto, cosechados con d is t in ta s  
activ idad es f in a le s .
Actividades H em oglobinoliticas.
Caldos fermentados 
en Planta Semipilo  
to . UA/ml. promedio
<6.000 6-8.000 8-10.000 10-12.000 12-15.000 >15.000
Volumen caldo  
f iltr a d o , ml. 3.000 3.000 3.000 3.000 3.000 3.000
Actividad caldo  
f iltr a d o , UA/ml- 4.760 7.053 9 .0 4 0 10.782 13.479 1 8 .0 0 0
Peso proteasa 
cruda obtenida g. 2 1 ,9 2 0 ,4 2 8 ,5 27,9 2 0 ,4 2 1 ,9
Actividad proteasa  
cruda, UA/mg. 416 537 630 515 1.085 1.513
Peso proteasa 
pura obtenida g. 9 ,3 8 , 4 1 4 ,1 1 6 ,8 1 1 ,7 1 4 ,4
Actividad proteasa  
pura, UA/mg. 675 1 .1 1 0 1.160 1 .1 4 2 1 .9 3 7 2.300
Rendimiento %, 
caldo f i l t r a d o /  
proteasa cruda
64% 52% 66% 44% 55% 61%
Rendimiento %, 
proteasa cruda/ 
proteasa pura
69% 85% 91% 89% 102% 100%
Rendimiento %, 
caldo f i lt r a d o /  
proteasa pura
44% 44% 60% 39% 56% 61%
EXTRACCION DE ENZIMAS PROTEOLITICOS EN PLANTA
PILOTO
E x tra c c iô n  d e  c a ld o s  d e  P la n ta  P i lo te .
En la  ta b la  3 3 , s e  e x p re s a n  lo s  v a lo r e s  p ro m e d io  o b te ­
n id o s  d e  l a s  10 p ru e b a s  d e  e x tr a c c iô n  q u e  s e  r e a l iz a r o n  en  P la n ta  P ilo ­
t e  p a r a  c o m p a r e r  con  e l p r o c e s o  d e  e x tr a c c iô n  d e l L a b o ra to r io .  S e  par^ 
t iô  d e  u n a  a c t iv id a d  p ro m e d io  d e  1 7 .3 8 5  U A /m l.  y  6 .5 6 8  U Q /m l.  en  c ^  
do f i l t r a d o .
L os p e s o s  d e  p r o te a s a  c r u d a  y p u ra  o b te n id a s  so n  r e s  — 
p e c tiv a m e n te  d e  15 , 16 y 3 ,5 7  g .  La a c tiv id a d  d e  la  p r o te a s a  c ru d a  e s  -  
d e  2 .2 7 0  U A /m g . y 880 U Q /m g . y en  p r o te a s a  p u r i f ic a d a  s e  c o n s ig u ie -  
ro n  8 .4 8 3  U A /m g . en a c tiv id a d  h e m o g lo b in o lit ic a  y  2 .0 6 0  U Q /m g . en  -  
a c tiv id a d  q u e r a t in o l f t i c a .
C o m p a ra n d o  e s ta  ta b la  3 3 , con  la  2 2 ,  s e  v é  q u e  e l i n c r e ­
m en to  a lc a n z a d o  en la  a c tiv id a d  d e l p ro d u c to  c ru d o  o b te n id o  e s  d e  un 
333% en U A /m g . y q u e  p a ra  p ro d u c to  p u r i f ic a d o ,  lo s  in c r e m e n to s  son  d e  
un 430% en U Q /m g . y d e  un 726% en U A /m g . A d em âs  , e l r e n d im ie n to  -
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d e  c a ld o  f i l t r a d o /p r o t e a s a  p u r i f ic a d a  h a  a u m e n ta d o  en  la  e x tr a c c iô n  en 
P la n ta  P ilo to  en  c u a n to  a la  a c tiv id a d  h e m o g lo b in o l i t ic a ,  s ie n d o  lo s  v a ­
lo r e s  d e  a c t iv id a d  q u e ra t in o l f t ic a  a lg o  m â s  b a jo s .
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TABLA 33
Extracciôn de enzimas proteolîticos en Planta Piloto.
Extracciôn de ca ldos de Planta P ilo te , fermentados con Medio E-4 .
Fermentaciôn en 
Planta P ilo to
Actividades
H em oglobinoliticas
A ctividades
Q u era tin o litica s
Actividad del 
caldo fermentado 17.520 UA/ml. 6 .980 UQ/ml.
Actividad promedio 
caldo filtr a d o 17.385 UA/ml. 6.568 UQ/ml.
Peso proteasa  
cruda obtenida g. 1 5 ,1 6 15,16
Actividad  
proteasa cruda 2.270 UA/mg. 880  UQ/mg.
Peso proteasa 
pura obtenida g. 3 ,5 7 3 ,5 7
Actividad  
proteasa pura 8.483 UA/mg. 2.060 UQ/mg.
Rendimiento %, 
caldo f i l t r a d o /  
proteasa cruda
66% 68%
Rendimiento %, 
proteasa cruda/ 
proteasa pura
88% 55%
Rendimiento %,  
caldo f i l t r a d o /  
proteasa pura
58% 37%
5 . PRODUCTOS OBTENIDOS
»
L os e n z im a s  p r o te o l i t i c o s  s e  o b tu v ie ro n  p e r  f e r m e n ta -  
c io n  s u m e r g id a  d e  la  c e p a  s e le c c lo n a d a  d e  S tr e p to m y c e s  f r a d ia e  , s i -  
g u ien d o  lo s  p ro c e d im ie n to s  o r ig in a le s  e x p u e s to s  p a r a  la  f e r m e n ta  -  
c io n  y  lo s  d e  a i s la m ie n to  y  p u r i f ic a c io n  s u b s ig u ie n t e s .
D e e s t a  fo rm a  s e  ob tu v o  u n a  p r o te a s a  con a c tiv id a d  s o ­
b r e  p r o te in a s  ta n  v a r i a d a s  c o m o  son  la  h e m o g lo b in a  y  la  q u e r a t i n a , y 
que  c u b r i a  a d e m é s  un a m p lio  e s p e c t r o  d e  p ro te fn a s  in te r m e d ia s  s o b r e  
la s  q u e  s e  p ro b ô  su  a c tiv id a d  e n z im â t ic a .
C o m o  s e  d e s c r ib i r â  m â s  a d e la n te ,  la  e f ic a c ia  d e  e s to s  
e n z îm a s  p r o te o lf t ic o s  s e  ha  d e m o s tr a d o  en  d iv e r s e s  a p l ic a c io n e s  in d u s  
t r ia l  e s  t a i e s  c o m o  :
D ep ila c iô n  d e  p ie le s
-  P ro d u c to s  f a r m a c é u t ic o s
-  P ro d u c to s  p a r a  g a n a d e r ia  
P ro d u c to s  p a r a  c e r v e c e r f a
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D ep en d !en d o  d e  l a s  c o lo n ia s  s e l e c c io n a d a s , d e  lo s  in o -  
c u lo s ,  d e  lo s  m e d ic s  d e  c u l t iv e  y d e  l a s  c o n d ic io n e s  d e  fe r m e n ta c iô n  y 
e x t r a c c iô n ,  s e  o b tie n e n  t r è s  t ip o s  d e  p ro d u c to s  p r o te o lf t ic o s  m a r c a d a -  
m e n te  d i f e r e n t e s  en  a lg u n a  d e  s u s  c a r a c t e r f s t i c a s  i
A ; E n z im a s  p r o te o lf t ic o s  d e  a l t a  c o n c e n t r a c iô n , o b te n id o s  
a  p a r t i r  d e  la  c e p a  d e  S tr e p to m y c e s  f r a d ia e  n u e s t r a ,  p r e p a r a d a  p a r a  -  
e s ta  p ro d u c e  ion  y q u e  son  lo s  mAs s e m e ja n te s  a  lo s  o b te n id o s  y  e m p le a  
d o s  en  e l m u n d o , p ro c é d a n te s  d e  d iv e r s e s  A c ty n o m ic e to s . El p roduct©  
s ô l id o ,  p u lv é r u le n te ,  t i e n e  una  a c tiv id a d  d e  a p ro x im a d a m e n te  1 0 .0 0 0  -  
U A /m g .
S e e m p le a n  en p r e p a r a d o s  f a r m a c é u t i c o s , c o m o  a d it iv o s  
d e  a l i m e n t e s ,  y  p o r  su  a l t a  a c tiv id a d  s o b r e  lo s  m a t e r i a le s  p r o t e i c o s , -  
en to d o s  a q u e l lo s  c a s o s  en  q u e  s e  n e c e s i te  u n a  g ra n  a c c iô n  p r o t e o l f t i c a .
B: A p a r t i r  d e  lo s  e n z im a s  c o n c e n tra d o s  A , s e  p r é p a r a  e l
t ip o  B, d e  u n a s  2 .0 0 0  U A / m g . , m e z c lâ n d o lo s  con  p ro d u c to s  e x c ip ie n —  
te s  s o lu b le s ,  c o m o  la c to s a  o a lm id ô n  s o lu b le ,  con  c o n tr o l  en  e l p ro d u c -  
to  f in a l o b te n id o  d e  s u s  c a r a c t e r f s t i c a s  f f s ic o - q u fm ic a s  y a c t iv id a d  p r o ­
te o l f t ic a .
C : E ste  t ip o  s e  p r é p a r a  e s p e c ia lm e n te  p a r a  su  e m p le o  en
la  fa b r ic a c iô n  d e  c e r v e z a s .
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Se p r é s e n ta  a  u n a  c o n c e n tra c iô n  d e  1 .0 0 0  U A /m g . , t a -  
m iz a d o  y  m e z c la d o  con  l a c to s a  g r a d o  f a r m a c é u t ic o .
Se u t i l i z a  d îs o lv ié n d o le  p re v ia m e n te  en  u n a  p e q u e n a  -  
c a n tid a d  d e  c e r v e z a  y a n a d ié n d o le  a s i  d i s u e l t o , a  lo s  ta n q u e s  d e  g u a r -  
d a  d u r a n te  e l l le n a d o  d e  é s to s  con  o b je to  d e  q u e  s e  o b ten g a  una  b u en a  
d i s p e r s i o n .
L os t r è s  p ro d u c to s  A , B y C so n  m uy e s t a b l e s , h a  s ta  -  
24 m e s e s  a  t e m p e r a tu r a  a m b ie n te .
A d e m é s  son  m uy  s o lu b le s ,  in c lu s e  en  c one en t r a c  ion e s  
a l l a s  y d e  f â c i l  m a n e jo  y a lm a c e n a m ie n to .
L as c o n c e n t r a c io n e s  en la s  q u e  s e  u t i l iz a n  tie n  en  una  -  
g ra n  a c t iv id a d  p ro te o lf t ic a  y so n  a tô x i c a s .  L as d i f e r e n c ia s  a n a lf t ic a s  
e n t r e  e s to s  p ro d u c to s  y s u s  c a r a c t e r f s t i c a s  e s p e c ia l  e s , s e  d a r â n  en  -  
lo s  a p a r ta d o s  c o r r e s p o n d ie n t e s .
5 . 1 .  C a r a c t e r f s t i c a s  g é n é r a l e s
Los e n z im a s  p r o te o lf t ic o s  s e  o b tien en  p o r  f e rm e n ta c iô n  
en c u lt iv o  s u m e rg id o  d e  S tr e p to m y c e s  f r a d ia e  y  una  v e z  s e p a r a d o s  d e  
lo s  c a ld o s  d e  f e r m e n ta c iô n ,  s e  p u r if ic a n  h a s ta  c o n s e g u i r  e l m a y o r  g r a  
do  d e  c o n c e n tra c iô n  y p u r e z a .
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E s to s  e n z im a s  tie n e n  o lo r  c a r a c t e r f s t i c o  y c o lo r  d e  
b la n c o  p a rd u z c o  a  m a r r o n  o s c u r o .
La s o lu b il id a d  en  a g u a  e s  m uy  a l t a  y le n ta  d e p e n d ie n -  
d o ,  p o r  s u p u e s to ,  d e  la  c o n c e n t r a c iô n ,  s e  d is u e lv e  co n  m a y o r  r a p i -  
d e z  en  ta m p o n e s  a  pH = 8 , 0 - 8 , 5 y a  e s to s  r a n g o s  d e  p H . s e  o b tie n e  
su  a c c iô n  p r o te o lf t ic a  ô p t im a .  L as s o lu c io n e s  m u y  c o n c e n t r a d a s , p r e -  
s e n ta n  un c o lo r  r o j i z o ,  q u e  p a s a  a  a m a r i l lo  o  a m a r i l l o  p à lid o  en  la s  
m â s  d i lu f d a s .
A c tu an  s o b r e  un g ra n  n u m é r o  d e  p ro te fn a s  o r d l n a r i a s ,  
h a b ié n d o s e  c o m p ro b a d o  s u  a c c iô n  h e m o g lo b in o l f t ic a , c a s e i n o l f t i c a , g e  
la t in o l f t ic a  y a z o c a s e i n o l f t i c a , ( 5 4 ) .  U na p ro p ie d a d  p o c o  co m û n  en 
o t r a s  p r o t e a s a s  y q u e  s e  h a  c o m p ro b a d o  en  l a s  p r o t e a s a s  n u e s t r a s  e s  
q u e  su  a c c iô n  q u e r a t in o l f t i c a  s e  p o te n c ia  co n  r e d u c t o r e s  d é b i le s  ( t ip o  
s u lf i to  s ô d i c o ) .
E s ta b i l id a d  d e  l a s  p r o t e a s a s  o b te n id a s
Se h a  r e a l iz a d o  un e s tu d io  s o b r e  la  e s ta b i l id a d  d e  lo s  -  
e n z im a s  p ro te o lf t ic o s  o b te n id o s  c o m o  p ro d u c  to  sô l id o  y en  s o lu c iô n .
L os e n z im a s  en p o lv o , a t e m p e r a tu r a  a m b ie n te  y en e s -  
ta d o  s e c o ,  so n  e x t r a o r d in a r ia m e n te  e s t a b le s  a la  a c c iô n  d e  la  t e m p e r a ­
t u r a ,  s i  s e  c o n s e r v a n  en  l a s  c o n d ic io n e s  n o r m a le s  d e  a lm a c e n a m ie n to .
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A l s o m e te r  e s to s  e n z im a s  a  un c a le n ta m ie n to  en  e s tu fa  
s e c a  a  1009 C .  d u ra n te  22 h o r a s ,  s e  o b tu v ie ro n  lo s  r e s u l ta d o s  s o b r e  -  
s u  a c tiv id a d  e n z im é tic a  y e s ta b i l id a d ,  q u e  s e  in d ic a n  en la  ta b la  34 y -  
s e  r e p r e s e n ta n  en la  c u rv a  2 2 ; p u ed e  v e r s e  q u e  d u r a n te  la  p r i m e r a  ho 
r a  d e  c a le n ta m ie n to  no hay  p é rd id a  d e te c ta b le  d e  a c t iv id a d ,  y t r a n s c u -  
r r i d a s  l a s  t r è s  p r i m e r a s  h o r a s  c o n s e r v a  aun un 90% d e  la  a c t iv id a d  in_i^  
c i a l . Al fin a l d e l t ie m p o  in d ic a d o , 22 h o r a s ,  e l p ro d u c to  c o n s e r v a  un -  
82% d e  la  a c tiv id a d  o r i g in a l .
La e s ta b i l id a d  d e  l a s  s o lu c io n e s  d e  lo s  e n z im a s  p r o te o -  
l i t i c o s , o b ten id o s  co m o  c o n se c u e n c ia  d e  n u e s t r o  t r a b a jo ,  e s t é  en  fu n — 
c îô n  d e  la  te m p e r a tu r a  d e  a lm a c e n a m ie n to  d e  l a s  m i s m a s ,  a s i  c o m o  d e  
la  p r e s e n c ia  d e  ion e s  e s t a b î l iz a d o r e s  en e l m e d io  d e  a c tu a c iô n .
El ion c é lc ic o ,  Ca** , d e m u e s tr a  p o s e e r  una a c c iô n  e s -  
ta b i l iz a d o ra  n o ta b le  in c lu s o  a c o n c e n t ra c io n e s  r e la t iv a m e n te  p e q u e h a s .
En la  c u rv a  23 s e  r e p r é s e n ta  la  e s ta b i l id a d  d e  l a s  s o lu ­
c io n e s  d e  e n z im a s ,  a  un pH = 6 ,0  y  una  te m p e r a tu r a  d e  3 7 9 C . , cu an d o  
e s t a s  lle v a n  o nô e l iôn c a lc io .  La so lu c iô n  e n z im â tic a  in ic ia l  te n fa  una 
a c tiv id a d  d e  1 1 .0 0 0  U A /m l. En e l c a s o  d e  no l l e v a r  e s t a s  s o lu c io n e s  e l 
iôn c a lc io ,  s e  a p re c ia  un r é p id o  y n o ta b le  d e s c e n s o  d e  la  a c tiv id a d  d e  -  
d ic h a s  s o lu c io n e s  en lo s  5 p r im e r o s  d ia s  d e l p r o c e s o ,  m ie n tr a s  q u e  en 
la s  so lu c io n e s  que lle v a n  e l iôn c a lc io  la  a c tiv id a d  d is m in u y e
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t a b l a  34
ESTABILIDAD DE PROTEASA DE STREPTOMYCES FR A D IA E,EN  ESTA DO 
SOLIDO , A lOQQ C .
TIEMPO U A /m g .
% A CTIV ID A D  
INICL4L
0 8 .5 3 2 1 0 0 ,0  %
15 m in u te s 8 .4 0 6 9 8 ,5  %
30 m in u te s 8 .0 2 9 9 4 ,1  %  .
45 m in u te s 8 .1 3 9 9 5 ,3 %
60 m in u te s 8 .4 1 1 9 8 ,5  %
2 h e r a s 7 .4 3 6 8 7 ,1  %
3 h e r a s 7 .6 8 4 9 0 ,0  %
22 h e r a s 6 -9 5 5 8 1 ,5  %
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l e n ta m e n te ,  c o n s e r v a n d o  e n  e l d u o d e c im o  d ia  d e  la  p r u e b a ,  un  50% d e  
la  a c t iv id a d  in i c ia l -  A l f in a l d e  lo s  22 d fa s  s e  c o n s e r v a  a p ro x im a d a  -
f
m e n te  un 30% d e  la  a c t iv id a d .
El e s tu d io  e fe c tu a d o  s o b r e  l a s  s o lu c io n e s  e n z im â t ic a s  
a  t e m p e r a tu r a  a m b ie n te ,  pH = 6 ,0  y co n  la  p r e s e n c ia  y a u s e n c ia  d e l -  
iô n  c a lc io ,  s e  r e s u m e  e n  la  c u r v a  2 4 ; cu a n d o  no s e  a d ic io n a  e l iô n  -  
c a lc io ,  la  e s t a b i l id a d  d e  la  so lu c iô n  e s  in f e r io r  a l  50% e n  lo s  10 p r im e  
r o s  d fa s  d e  la  e x p e r i e n c i a . S in  e m b a rg o  a l  s u p le m e n ta r  l a s  s o lu c io n e s  
co n  é l ,  la  e s ta b i l id a d  e s  s u p e r io r  a l  50% a l c a b o  d e  lo s  100 d fa s  d e  -  
p r u e b a .
La c u r v a  25 m u e s t r a  la  e s ta b i l id a d  d e  l a s  so lu c io n e s  d e  
p r o te a s a  a lm a c e n a d a s  e n  f r ig o r f f ic o ,  ( t e m p e r a tu r a  d e  0 -52C  . ) ,  co n  -  
un  pH -  6 ,0  y d u r a n te  un  p e rfo d o  d e  t r è s  m e s e s .
S e  in d ic a  e n  e l la  que  en  e s t e  la r g o  p e rfo d o  d e  t ie m p o , 
la  in a c t lv a c iô n  e s  in f e r io r  a l  20% d e  la  a c t iv id a d  in ic ia l  e n  p r e s e n c ia  
d e l iôn  c a lc io ,  a  d i f e r e n c ia  d e l n o ta b le  d e s c e n s o  d e  la  a c t iv id a d  in i -  
c i a l ,  a p ro x im a d a m e n te  un 70%, cu an d o  e s t e  f a l ta .
P o r  ta n to ,  d e  e s t e  e s tu d io  s e  d e d u c e  q u e  l a s  m e jo r e s  -  
c o n d ic io n e s  p a r a  la  c o n s e r v a c iô n  d e  la s  s o lu c io n e s  d e  n u e s t r o s  e n z i­
m a s  p r o te o lf t ic o s  e s  una t e m p e r a tu r a  d e  0 ,5 S C . en p r e s e n c ia  d e  iôn
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c a lc io  c o m o  e s t a b i l l z a d o r -
O tr a  e x p e r ie n c ia  e fe c tu a d a  fu é  e s tu d ia r  la  a c t iv id a d  d e  
l a s  s o lu c io n e s  d e  e s t o s  e n z im a s  p r o te o lf t ic o s  con  la  a d ic iô n  d e  c a lc io  
y  c o n s e r v a d o s  a  t e m p e r a tu r a  a m b ie n te .
En la  c u r v a  2 6 , s e  e x p re s a n  l a s  a c t iv id a d e s  c o n s e r v a  -  
d a s  d u r a n te  e l a lm a c e n a m ie n to  d e  l a s  s o lu c io n e s  e n z im â t ic a s  f l l t r a d a s ,  
a ju s ta d a s  a  d i f e r e n t e s  p H , ( p r e p a r a d o s  co n  ta m p o n e s  d e  c i t r a t e s  o b o ­
r a t e s  p a r a  lo s  pH r e s p e c t iv e s  seg u n  "M e th o d s  in E nzym ology'D , ( 5 5 ) .  
Se v é  q u e  la  m a y o r  r e te n c iô n  d e  la  a c t iv id a d  e s  pH 8 , 2 ,  zo n a  d e  m â x i -  
m a  a c t iv id a d  d e  la  p r o t e a s a  en s o lu c iô n , s e g u id a  d e  l a  zo n a  d e s d e  l ig e -  
r a m e n te  n e u t r a ,  a  la  a l c a l in a ,  pH d e  5 ,6  a  9 , 2 .
R e fo rz a m ie n to  d e  la  a c tiv id a d
L os in h ib id o re s  tf p ic o s  d e  la  t r ip s in a  no c a u s a n  n o ta  -  
b le  in h ib ic iô n  en  lo s  e n z im a s  p r o te o lf t ic o s  n u e s t r o s - , ta n to  p ro v e n g a n  
d e l r e in o  a n im a l ,  c o m o  d e l v e g e ta l .
C o m o  a p u n tâ b a m o s  en 5 .1 ,  lo s  r e d u c to r e s  in te rm e d io s . 
tip o  s u l f i t o ,  tie n e n  u n a  a c c iô n  p o te n c ia d o ra  d e l e fe c to  e n z im â tic o  en -  
s u s t ia to s  q u e r a t in o s o s . E s ta  p ro p ie d a d  s e  ex p o n e  en  l a s  ta b la s  3 5 ,3 6  
y 3 7 .
2 U
CURVA 26
ESTABILIDAD DE LA PROTEASA DE S i  
SOLUCIONES A DIFERENTES pH 
CONSERVACION DE LA ACTIVIDAD
—  p H  = 8 .3
p H  = 5 ,6
-pH=St3
pH = A ,6
p H . 3,8
PEROIDA DE 
ACTIVIDAD 
POR
PREPARACION 
^Q_|Ajusre oEpH 
V FIITRACIOM 
( 3  HO RA S)
p H .  3 ,9
tiempo en dias
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TABLA 35
ESTABILIDAD E INCREMENTO DE LA ACTIVIDAD DE LA PROTEASA de s. f. ÇQN 
UREA-BISULFITO SODICO.
S O L U C I O N E S pH de la soluciôn
Actividad UQ/ml.
a los 3 0’ a los 60
Soluciôn - Testigo
Producto QA-5/5 (50 UQ/mg.) 5,0 g. 
Agua destilada........... lOO ml.
Soluciôn 1
Producto QA-5 /5 ........ . 5,0 g.
Bisulfite s ô d i c o ....... . 2,0 g.
Agua destilada .......... lOO ml.
Soluciôn 3
Producto QA-5 / 5 ......... - 5,0 g.
Urea  ........ ........... . 2,0 g.
Agua destilada .......... 100 m l .
Soluciôn 7
Producto QA-5 / 5 ........ . 5,0 g.
Bisulfite sôdico  ...... . 0,5 g.
U r e a ..................... . 2,5 g.
Agua destilada .......... 100 ml.
Soluciôn 8
Producto QA-5 /5  ......... 5,0 g,
Bisulfite sôdico ........ 1,0 g.
U r e a ...... ............ . 2,5 g.
Agua destilada .......... lOO ml.
Soluciôn 9
Producto QA-5 / 5 ...... 5,0 g.
Bisulfite sôdico ........ 1,0 g
Urea ...................... - 5,0 g.
Agua destilada .......... 100 ml
Soluciôn 10
Producto QA-5 / 5 ...... 5,0 g.
Bisulfite sôdico ........ 2,0 g,
Urea .................... 2,0 g.
Agua destilada .......... lOO ml.
7 , 0  -  8 ,0 2 -3 7 0 2 .6 0 5
6 , 0  -  7 , 0 4 .1 0 0 6.800
7 ,0  - 8,5 2 -6 4 0 4 .0 0 0
6 , 0  -  7 , 0 4 .7 5 0 3 .4 4 5
6 , 0  -  7 , 0 5 -4 0 0 5.650
6 , 0  -  7 , 0 4.300 5 .3 5 0
6 , 0  - 7 , 0 4 . 8 0 0 6 . 5 5 0
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TABLA 3 6
ESTABILIDAD E INCREMENTO DE LA ACTIVIDAD DE LA PROTEASA de CON -
UREA, SULFITO Y BISULFITO SODICO
S O L U C I O N E S pH de l a so luciôn
Actividad UQ/ml.
a lo s  3 0 ' a lo s  6 0 '
Soluciôn -  T estigo
Producto QA-5/5 (50 UQ/mg.) 5 ,0  g. 
Agua d estila d a  ...................... 100 ml.
7 ,0  -  8 ,0 2.425 2.400
Soluciôn 1
Producto QA-5/5 ...........  5 ,0  g .
B is u lf ito  sôdico . . . . . . . . .  2 ,0  g.
Agua d estilad a  ......................  100 ml.
7 ,0  -  8 ,0 4 .810 6 .4 5 0
Soluciôn 2
Producto QA-5/5 ....................  5 ,0  g.
S u lf ito  sôdico . . . . . . . . . . .  2 ,0  g .
Agua d estila d a  . . . . . . . . . . .  lOO ml.
7 , 0  -  8 , 0 6 .530 7 .1 5 0
Soluciôn 3
Producto QA-5/5 ........... .. 5 ,0  g.
U r e a ......... ............................ 2 ,0  g.
Agua d estila d a  ........... .. lOO ml.
7 ,0  - 8 ,5 2 .3 1 0 3 .8 5 0
Soluciôn k
Pi-oducto Q A -5 /5 ....................  5 ,0  g.
S u lf ito  sôdico . . . . . . . . . . .  1 , 0  g.
Agua d estila d a  ................ lOO ml.
7 ,0  -  8 ,0 4 .200 6.400
Soluciôn 5
P r o d u c t o  Q A -5 /5 ....................  5 , 0  g.
S u l f i t o  sôdico . . . . . . . . . . .  3 , 0  g.
Agua d e s t i l a d a  . . . . . . . . . . .  l OO m l .
7, 0  - 8, 5 6 .800 7 .3 5 0
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TABLA 37
ESTABILIDAD E INCREMENTO DE LA ACTIVIDAD DE LA PROTEASA de a. f. ÇQN
SULFITO SODICO
S O L U C I O N E S pH de la  so lu ciôn
A ctividad UQ/ml.
a lo s  3 0 * a lo s  6 0 '
Soluciôn - T estigo
Producto QA-5 /5  (5 0  UQ/mg.) 5 ,0  g. 
Agua d estilad a  . . . . . . . . . . .  lOO ml.
7 , 0  -  8 , 0 2 .5 9 0 2 .6 3 0
Soluciôn 2
Producto QA-5 / 5 ........... .. 5 ,0  g.
S u lf ito  s ô d ic o ......... ............  2 ,0  g .
Agua d estilad a  lOO ml.
7 , 0  -  8 , 0 7 .0 5 0 8 .2 0 0
Soluciôn 5
Producto QA-5 / 5 ......... .. 5 ,0  g.
S u lf ito  sôdico . . . . . . . . . . .  3 ,0  g.
Agua d e s t i l a d a .............. 100 ml.
7 ,0  -  8 , 5 6 .3 5 0 6 .9 5 0
Soluciôn 6
Producto QA-5 / 5  ....................  5 ,0  g .
S u lf ito  sôdico . . . . . . . . . . .  4 , 0  g.
7 , 0  -  8 , 5 7 .7 3 0 9 .7 9 0
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Se e fe c tu a ro n  t r è s  s e r i e s  d e  p ru e b a s  p a r a  d e te r m ln a r  
la  e s ta b i l id a d  d e  lo s  e n z im a s , en s o lu c io n e s  q u e  co n te n fa n  u re a -b isu j_  
f i to  so d ic o  o  c a d a  uno  d e  e s to s  c o m p u e s to s  s ô la m e n te .
Se u t i l iz o  p a r a  e s t a s  p ru e b a s  e l p ro d u c to  ( Q A - 5 /5 ) , a 
2 .5 0 0  U A / m l . d e  c o n c e n tra c iô n  y  t e m p e r a tu r a  d e  35QC . ; l a s  v a r i a b le s  
fu e ro n  lo s  t ie m p o s  en q u e  e s tu v ie ro n  l a s  m u e s t r a s  en  s o lu c iô n . Los 
pH d e  la s  s o lu c io n e s  d e  p ru e b a s  son  lo s  in d ic a d o s .
Los r e s u l ta d o s  s e  e x p re s a n  en  l a s  ta b la s  A , B y C y ca  
d a  v a lo r  d a d o  d e  a c t iv id a d , e s  e l p ro m e d io  d e  t r è s  m a t r a c e s .
A la  v is ta  d e  e s to s  r e s u l t a d o s , v e m o s  q u e  e l e m p le o  -  
d e l s u l f i to  s ô d ic o  r e f u e r z a  la  a c c iô n  d e  e s to s  e n z im a s  p r o te o lf t ic o s .
Toxic id ad
La tox ic  idad  d e  lo s  e n z im a s  p ro te o lf t ic o s  d e  S . f r a d ia e  
s e  ha  e s tu d ia d o  en el d o b le  a s p e c to  d e  to x ic  id ad  aguda y to x ic  idad  c r ô -  
n ic a ,  a rn b a s  p o r  v fa  o r a l .
L as p ru e b a s  d e  to x ic id a d  ag u d a  s e  han r e a l iz a d o  s o b re  
r a t o n e s , con  e n z im a s  p ro te o lf t ic o s  o b te n id o s  d e  d i f e r e n te s  lo te s  d e  -  
f e rm e n ta c iô n  y e x tr a c c iô n  y e s tu d ia n d o  en e l lo s  e l c u r s o  d e  la s  p ru e ­
b a s  d e  to x ic id a d  en c u a n to  a  m o r ta l  id a d , m o rb il id a d  y  c u rv a  d e  c r e c i -
f
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m ie n to .  La d o s  is  a n a d id a  a  la  d ie ta  d e  p r u e b a ,  fu é  d e l o rd e n  d e  —
1 .0 0 0 .0 0 0  d e  U A /K g . d e  p ie n s o .
En to d o s  lo s  c a s o s ,  s e  a p r e c i a ,d u r a n t e  la  d u ra c lô n  d e  
la  p ru e b a  d e  10 a  30 d f a s , un  e s ta d o  s a n i t a r i o  n o r m a l  en  e l  g ru p o  d e  
r a to n e s  a lim e n ta d o s  con  p ie n s o  a n a d id o  d e  e n z im a s  p ro te o lf t ic o s  d e  
C .E .P .A .  y aun  en  a lg u n o s  c a s o s  m e jo r  c u r v a  d e  c r e c i m l e n to  r e s p e c ­
te  a l  g ru p o  t e s t i g o .  No hubo  n in g û n  t ip o  d e  m o r ta l  id a d  en  lo s  r a to n e s  -  
s o m e tid o s  a l en  s a y  o .
L as  p ru e b a s  d e  to x id a d  c r ô n ic a  s e  h a n  e fe c tu a d o  s o b r e  
p o lio s  r e c ie n  n a c id o s  q u e  s e  a l im e n ta ro n  con  p ie n s o s  a d ic io n a d o s  d e  -  
lo s  m is m o s  e n z im a s  p r o t e o l f t ic o s ,  con  d o s i s  d e  e n t r e  1x10^ y  10x10^ 
U A /k g . d e  a l im e n te ,  h a s ta  su  s a c r i f i e io  a  l a s  9 ô 10 s e m a n a s  d e  v id a .
En to d o s  lo s  c a s o s , e l e s ta d o  s a n i t a r i o  d e l g ru p o  d e  p o ­
l io s  co n  a l im e n ta c iô n  a n a d id a  d e  e n z i m a s , fu é  ig u a l o  m e jo r  q u e  e l  g ru  
po  te s t ig o  con  a l im e n ta c iô n  s in  a d ic iô n  d e  p r o t e a s a .
E sta  a u s e n c ia  d e  to x ic id a d  en  lo s  e n z im a s  p r o te o lf t ic o s  
n u e s t r o s  , ha  p e r m i t id o ,a d e m â s , s u  u s o  en  p r e p a r a d o s  f a r m a c é u t ic o s  
c o m o  s e  com  e n ta  en  e l c a p f tu lo  c o r r e s p o n d ie n t e .
1 ^ 3
5 . 2 .  T a b la s  a n a lf t ic a s
L as ta b la s  a n a lf t ic a s  q u e  s e  p r e s e n ta n  a  c o n tin u a c iô n  
c o r r e s p o n d e n  a  lo s  p ro d u c to s  t ip o s  A , B y C y  lo s  r e s u l ta d o s  c o rre s^  
ponden  a  lo s  a n â l i s i s  p ro m e d io s  d e  e s to s  p ro d u c to s  y  q u e  s e  exponen  
c o m o  r e s u m e n  d e  s u s  e s p e c i f i c a c io n e s . T a b la s  3 8 , 39 y 4 0 .
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TABLA 38
ANALISIS MEDIO DE PROTEASAS de 3 . f . -  TIPO A
Fîsico-Quîm ico
Forma y Aspecto Polvo limpio
Color Pardo
Olor C a ra c ter ls t.
Humedad (K.F.) 2 - 5 %
Solub ilidad  a l 1% 97%
Riqueza Mét. An son jh 3% 10.000 UA/mg.
Riqueza Mét, Q u er a tin o lit. + 3% 3 .0 0 0  UQ/mg.
pH so lu ciôn  a l 1% 5,5 -  6,5
S u lfa tos (como SO )^ 2 - 4 %
Cloruros (como Cl) In d ic io s
Cenizas m inérales 4 - 1 0 %
A rsénico, cobre, cobalto No contiene
N fquel, manganeso, antimonio No con tien s
Metales pesados No con tien s
Zinc In d ic io s
Hierro 10 a 3 0  ppm.
S ales amônicas (SO^) 4o - 5 0%
Proteina (N.albuminoideo x  6 ,25) 25  -  35%
E stab ilid ad  (T@ ambiente) 24 meses
M icrobiolôgico y BiolÔgico
Gérmenes v ia b le s /g . 40-80 X 10^
Esporos Ninguno
Hongos y levaduras Ninguno
EnterobacteriSceas Ninguno
Staphylococcus aureus Ninguno
B a c illu s  cereus 50  -  2 0 0 / g .
Salmonella sp . Ninguno
Toxicidad Atôxica
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TABLA 39
ANALISIS MEDIO DE PROTEASAS de s.. -  TIPO B
Fîsico-Quim ico
Forma y Aspecto Polvo lim pio
Color Pardo claro
Olor C a ra c ter ls t.
Humedad (K.F.) 2 - 5 %
Solubilidad a l 1% 99%
Riqueza Mét. Anson + 5% 2.000 UA/mg.
Riqueza Met. Q u era tin o lit. + 5% 500 UQ/mg.
pH so luciôn  a l 1% 5,5 -  6 ,5
S u lfa tos (como SO )^ 1 - 2 %
Cloruros (como Cl) In d ic io s
Cenizas m inérales 2 - 5 %
A rsénico, cobre, cobalto No con tien s
N iquel, manganeso, antimonio No con tien s
Metales pesados No con tien s
Zinc Presencia no c ifr a b le
Hierro 7 a 10 ppm.
Sales amônicas (SO^) 20 -  40%
Proteina (N. albuminoideo x 6,25) 15 -  30%
Diluyente Lactosa
E stabilidad (T3 ambiente) 24 meses
M icrobiolôgico y B io lôg ico
Gérmenes v ia b le s /g . 2 0 - 6 0  X 10^
Esporos Ninguno
Hongos y levaduras Ninguno
EnterobacteriSceas Ninguno
Staphylococcus aureus Ninguno
B a cillu s  cereus 40 -  lOO/g.
Salmonella sp. Ninguno
Toxicidad Atôxica
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TABLA 40
ANALISIS MEDIO DE PROTEASAS de s. f. - TIPO C
Fisico-Qultnico
Forma y Aspecto Polvo lim pio
Color Pardo c la ro
Olor C a ra c ter ls t.
Humedad (K.F.) 2 - 5 %
Solub ilidad  a l 1% 99%
Riqueza Mét. An son _+ 5% 1.000 UA/mg.
Riqueza Mét. Q u era tin o lit. + 5% 400 UQ/mg.
pH so luciôn  a l 1% 5,5 -  6 ,5
S u lfa tos (como SO )^ 0 ,5  -  1%
Cloruros (como Cl) In d ic io s
Cenizas m inérales 1 - 4 %
A rsénico, cobre, cob alto No contiene
N iquel, manganeso, antimonio. No contiene
M etales pesados No con tien e
Zinc Presencia no c ifr a b le
Hierro 5 a 8 ppm.
S ales amônicas (SO^) 10 -  30%
Proteina (N.albuminoideo x 6,25) lO -  20%
Diluyente Lactosa
E stab ilidad  (T@ ambiente) 24 meses
M icrobiolôgico y B iolôgico
Gérmenes v ia b le s /g . 1 0 - 5 0  X 10^
Esporos Ninguno
Hongos y levaduras Ninguno
E nterobacteriâceas Ninguno
Staphylococcus aureus Ninguno
B a c illu s  cereus 30 -  lOO/g,
Salmonella sp. Ninguno
Toxicidad Atôxica
6 .  EMPLEO DE LOS ENZIM AS PROTEOLITICOS
6 . 1 .  C o m o  p ro d u c to s  d é p l ia n te s
L os e n z im a s  p r o te o lf t ic o s  h an  d e m o s tr a d o  s e r  m u y  e f i -  
c a c e s  en  e l d e s la n a d o  d e  l a s  p ie le s  d e  c o r d e r o s .
La a c c iô n  q u e r a t in o l f t i c a  d e  e s to s  e n z im a s  t ie n e  l a s  pro_ 
p ie d a d e s  s ig u le n te s  :
-  D â a  la  la n a  o b te n id a  un b r i l l o  s e m e ja n te  a l d e  la  s e d a .
H a c e  in f i l t r a b le  a  la  l a n a .
D4 a  l a s  la n a s  m é d ia s  d e  c  o r d e r  o c r u z a d o ,  un ta c  to  -
tan  a g r a d a b le  c o m o  e l d e  l a s  la n a s  f in a s  d e  c o r d e r o s
m e r in o s .
E s to s  e n z im a s  pu ed en  e m p le a r s e  p a r a  e l d e s la n a d o  d e  
p ie le s  con  g ra n  r e n d im le n to  en  la n a  y d e  c a s c o  g r u e s o .  C o n v ie n e  e x  -  
c lu i r  l a s  p ie le s  d e lg a d a s  o p ro c e d e n te s  d e  a n im a le s  m uy  jô v e n e s ,  a  -  
m e n o s  q u e  s e  c o n c é d a  p o co  v a lo r  a  la  p i e l en  s f .
El p ro c e d im ie n to  s e g u id o  p a r a  e l  d e s la n a je  p o r  d e p i l a -
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c io n  con  e n z im a s  q u e ra t in o l f t ic o s  e s  e l s ig u ie n te  :
R e v e rd e c im ie n to  d e  l a s  p ie le s
T ra ta m ie n to  e n z im â t ic o
In c u b a c io n
D e s la n a d o .
A n te s  d e  I l e g a r  a l  p e la m b r e ,  l a s  p ie le s  d eb en  e s t a r  -  
b ien  r e v  e r  d e c  I d a s . P r im e r o  s e  d e s e n s e b a n  y  s e  po n en  a  r e m o jo .  Se -  
c o n s id é r a  s u f ic ie n te  un  re m o jo  d e  d o s  d fa s  en m o lin e ta  o  c u a tr o  d fa s  
en  c h a r c a .  El r e m o jo  s e  c o n s ig n e  m â s  râ p id a m e n te  a  u n a  t e m p e r a tu r a  
d e  1 8 -2 0 5 C . H ay q u e  a f îa d ir  a l a g u a ,  p a r a  la  l im p ie z a  d e  la s  p i e l e s ,  
1-2% d e  c a r b o n a te  s ô d ic o .  P a ra  e v i t a r  la  p u t r e f a c c iô n , s i  e s  p r e c i s e ,  
s e  a n a d e  un a n t i s é p t ic o ,  p r e f e r ib le m e n te  A c e ta te  d e  F e n i l - M e r c u r io  a l 
l% oo.
P a ra  e l t r a ta m ie n to  e n z im â tic o  s e  ha  u sa d o  c u a lq u ie r a  
d e  lo s  d o s  m é to d o s  s ig u ie n te s :
M éto d o  d e l p in ta d o :
C o n s is te  en a n a d ir  400 g .  d e  e n z im a ,  d e  una  a c tiv id a d  
d e  a p ro x im a d a m e n te  50 U Q /m g . s o b r e  1 l i t r o  d e  a g u a  a g ita n d o  h a s ta  -  
o b te n e r  u n a  p a s ta  f lu id a ,  a h a d ie n d o  A c e ta te  d e  F e n i l -M e r c u r io  a l  l%oo. 
Con e s t a  p a s ta  s e  r e c u b r e  la  p ie l  p o r  e l la d o  d e  la  c a r n e  en c a p a  f in a ,  
c u id a n d o  q u e  e l r e c u b r im ie n to  s e a  t o t a l .
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-  M étodo  d e  e s p o lv o re o  :
L as  p ie le s  r e m o ja d a s  s e  a p ila n  p a ra  q u e  e s c u r r a n  e l 
agua  s o b r a n te .  A c o n tin u a c iô n  s e  e s p o lv o re a  e l e n z im a  s e c o  h o m o g é -  
n e a m e n te  s o b r e  e l  la d o  d e  la  c a r n e  a  r a z ô n  d e  u n o s 100 g .  d e  e n z im a  
d e  a c tiv id a d  d e  u n a s  50 U Q /m g . p o r  p ie l d e  ta m a n o  m e d io .
L as p i e l e s , t r a t a d a s  p o r  c u a lq u ie ra  d e  lo s  m é to d o s  d e ^  
c r i to s  a n te r lo r m e n te ,  s e  d o b lan  p o r  su  m i ta d ,  c a r n e  c o n tr a  c a r n e ,  o 
b ien  s e  d o b lan  p o r  p a r e j a s  to c â n d o s e  p o r  lo s  la d o s  d e  la  c a r n e ,  c u i­
dan d o  q u e  e l  c o n ta c te  s e a  c o m p le te  y  n o  q u eden  in c lu fd a s  b o is a s  d e  -  
a i r e .
Se m a n tie n e n  en c â m a r a  a 30 -35Q C . y  h u m e d a d  r e l a t i v a  
d e l 100 p o r  100 , o p rô x im a  a  e l l a ,  d u ra n te  2 0 -23  h o ra s »  D e sp u é s  d e  -  
e s ta  in c u b a c iô n  hay  u su a l m e n te  un a f lo ja d o  d e  la  l a n a , q u e  p e r m i te  un 
d e s la n a d o  f â c i l .  No o b s ta n te ,  s i  e x is te  a lg u n a  d i f lc u l ta d ,  la  in cu b ac iô n  
p uede  p r o lo n g a r s e  u n a s  h o r a s  m â s  h a s ta  l o g r a r  un buen  a f lo ja m ie n to  -  
d e  la  l a n a .
En la  c â m a r a  d e  in cu b ac iô n  la s  p ie le s  d eben  d is p o n e r s e  p o r  -  
p a r e ja s  o ,c u a n d o  m â s ,p o r  g ru p o s  d e  4 ô 5 p ie le s  s u p e r p u e s ta s . H ay que 
e v i t a r  un a p i la m ie n to  m a y o r  q u e  im p id a  o r e t r a s e  v a r i a s  h o ra s  el c a  -  
le n ta m ie n to  d e  la s  p ie le s  s i tu a d a s  en e l c e n tr o  d e l m o n tô n .
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D espués d e  e s t a  in c u b a c iô n  e l  d e s la n a d o  s e  h a c e  f â c i l  -  
m e n te  a  m a n o  o  a  m â q u in a .
La d e p ila c iô n  p o r  e n z im a s  a u m e n ta  la  r e c u p e r a c iô n  d e  
la  la n a  d e  un 3 a  un 5%, con  r e s p e c t e  a l  m é to d o  t r a d ic io n a l  d e l s u l f u r e .
La c a lid a d  y  a s p e c to  d e  l a  la n a  s e n  ta m b lé n  m u y  s u p e -
6 . 2 .  P ro d u c to s  f a r m a c é u t lc o s
M em os o b s e rv a d o  q u e  lo s  e n z im a s  p ro d u c id o s  p o r  el 
S t r e p to m v c e s  f r a d i a e . p r e s e n ta n  ta m b ié n  u n a  a c c io n  d e  p o te n c ia c io n  
con a lg u n o s  a n t ib iô t ic o s .
E ste  e fe c to  p o te n c ia d o r  s e  c o m p ro b ô  p o r  e n s a y o s  "in  
v i t r o "  en  e l l a b o r a to r io ,  d o n d e  s e  d e te r m in e  c com parative m en  te  e l p o -  
d e r  in h ib id o r  d e  d if e r e n te s  a n t ib iô t ic o s ,  s o lo s  y en p r e s e n c ia  d e l enz_i 
m a ,  p a ra  c l e r t o  n u m é ro  d e  g é r m e n e s .  T ab la  4 1 .
E sto s  d a to s  e r a n  tan  p ro m e te d o r e s  q u e  s e  in ic ia ro n  -  
una s e r i e  d e  e n s a y o s  a  g r a n  e s c a la  p a r a  e s tu d ia r  la  a b s o rc iô n  d e  la  t e -  
t r a c ic l in a  a d m in is t r a d a  p o r  v ia  o r a l ,  con  p r o te a s a s  d e l S tr e p to m y c e s  
f r a d ia e .  Los r e s u l ta d o s  o b te n id o s  fu e ro n  m uy p o s i t iv e s .
El p roduc te  u sa d o  fué  " T e tra lé n "  (C lo r h id r a to  d e  T e t r a -  
c ic l in a  250 m g . )  y " T e tra lé n "  + 15 m g . d e  p r o t e a s a s .
D espues d e l d e sa y u n o  s e  a d m in is t r a  una c â p s u la  con  15 
m g . de  p ro te a s a  y a la s  2 h o r a s  una g ra g e a  d e  " T e t r a lé n " .
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A co n tln u a c iô n  s e  d e te r m in a ro n  lo s  n iv a le s  d e  T e tra c i-  
c l in a  en s a n g r e ,  en to m a s  a  l a s  2 y 3 h o r a s  d e  la  a d m in is t r é e  ion d e l -  
" T e tra lé n "  y s e  o b tu v ie ro n  lo s  s ig u ie n te s  r e s u l ta d o s  :
" T e tra lé n "  " T e t r a lé n " -4-15 m g .p r o te a s a
C a s o s 2 /  3 h . 2 / 3
1 . 1 ,5 6 '  2 ,0 0
2 2 ,5 0 2 ,0 5
3 1 ,1 7 2 ,6 0
4 1 ,4 7 2 ,7 6
5 1 ,2 0 1 ,6 8
6 1 ,2 0 1 ,2 3
7 2 ,3 4 2 ,1 0
8 2 ,7 6 2 ,8 5
9 1 ,6 8 1 ,4 2
10 2 ,3 0 2 ,4 3
M 1 ,8 2 2 ,1 1
C om o  p u e d e  v e r s e  en  la  m a y o r fa  d e  lo s  c a s o s ,  son  m a -  
y o re s  lo s  n iv e le s  d e  a n t ib iô t ic o s  en  s a n g r e  cu an d o  s e  ban  a d m in ls tr a d o  
lo s  e n z im a s ,  lo  que  in d ic a  q u e  é s to s  f a v o re c e n  la  a b s o rc iô n  d e l m e d i -  
c a m e n to .
B asad o s en e s to s  d a to s , s e  in ic ia ro n  lo s  e n sa y o s  c l i n i -  
c o s ,  c o n tro la d o s  p o r  un g ru p o  d e  té c n ic o s  e s p e c ia l iz a d o s .
F ru to  d e  e s to s  e x p é r im e n te s  fué  la  p u e s ta  en  el m e rc a d o  fa r m a c é u t ic o  
d e  un nu ev o  c o m p u e s to  " M ité n " .
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En s f n t e s i s ,  s e  d e m o s t r ô  e x p e r t  m en  ta lm e n te  q u e  la  p r o ­
t e a s a  d e  S tr e p to m y c e s  f r a d ia e  a d m in is t r a d a  p o r  v ia  o r a l ,  ju n to  con  e l 
C lo rh id ra to  d e  T e t r a c ic l i n a , a u m e n ta  l a  a b s o r c iô n  d ig e s t iv a  d e  e s t a  -  
d r o g a , p e rm lt ie n d o  o b te n e r  c o n c e n t r a c io n e s  d e  a n t ib iô t ic o  en  s a n g r e  -  
m a s  e le v a d a s ,  (80% m â s ) , q u e  c u a n d o  e l a n tib iô t ic o  s e  a d m in is t r a  s o lo .
E s te  e n z im a  p ro te o l î t i c o  p o r  s e r  u n a  e n d o p e p t id a s a , 
( p r o b a b le m e n te  u n a  s e r i n - p r o t e a s a ) , s e  a l in é a  p o r  c o n s ig u ie n te  co n  -  
t r i p s i n a ,  q u im io t r ip s in a ,  t r o m b in a ,  e t c . ,  p e r o  t ie n e  u n a  a c c iô n  e s p e c f -  
f ic a  d is t in ta  a  l a s  c i t a d a s ,  lo  m is m o  q u e  e s t a s  t ie n e n  u n a  e s p e c i f ic id a d  
d e  a c c iô n  y  d e  s u b s t r a to  q u e  l a s  s é p a r a  d e  l a s  d e m i s .
P o r  o t r a  p a r t e ,  la  a c c iô n  f a rm a c o lô g ic a  p o te n c ia d o ra  -  
d e l a u m e n to  d e  lo s  n iv e le s  en  s a n g r e  con  a lg u n o s  a n t ib iô t ic o s  a c e n tû a  
s u s  d i f e r e n c i a s ,  p o r  lo  q u e  p a r e c e  d e d u c i r s e  q u e  e s ta  p r o t e a s a  d e  S tr e p ­
to m y c e s  , c o n s t i tu y e ,  e n t r e  to d a s  l a s  e n d o p e p tid a s a s  c o n o c id a s ,  u n a  e s -  
p e c ie  u n ic a  en  c u a n to  a  e s t a  c u a l id a d  d e  in c r e m e n ta r  la  a b s o r c iô n  dîges^ 
t iv a  d e  la  t e t r a c i c l i n a  fa v o re c ie n d o  co n  e llo  su  p o te n c ia lid a d  a n t ib iô t ic a .
O tro  d e  lo s  t r a b a jo s  r e a l i z a d o s ,  fué  e l e m p le o  d e  l a s  -  
p r o t e a s a s  d e  S t r e p to m y c e s , en la  e la b o ra c iô n  d e  la  e s p e c ia l id a d  
" C lo r - M i té n " . En e s t e  c a s o  la  p r o t e a s a  d e  S tr e p to m y c e s  s e  a s o c i a  a
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p a r te s  ig u a le s  con  una  m e z c la  d e  t r ip s in a  y q u im io t r ip s in a ,  b a s â n d o s e  
en  q u e  la  p r e s e n c ia  d e  e s to s  e n z im a s  s e  c o n s id é r a  c o n v e n ie n te  y u ti l  -  
p a ra  s u p le m e n ta r  la  a c tiv id a d  d e  lo s  e n z im a s  p a n c r e â t ic o s  n o r m a le s ,  
q u e  r é s u l t a  m e n o s c a b a d a  en  p r e s e n c ia  d e  la  T e t r a c ic l i n a .
P o r o t r a  p a r t e ,  t r ip s i n a  y  q u im io t r ip s in a  c o n tr ib u y e n  
ta m b ié n  con  su  a c c iô n  a n tü n f la m a to r ia  y  f i b r in o l f t i c a , a  la  r e s o lu c iô n  
d e  lo s  d iv e r  SOS p ro c e s o s  in f la m a to r io s  s u s c e p t ib le s  d e  t r a ta m ie n to  con  
" C lo r - M i té n " .
S e  p u ed e  a f i r m a r  s in  d u d a  q u e ,e n  el " C lo r - M i té n " ,  urd 
c a m e n te  la  p r e s e n c ia  d e  e s t a  p r o te a s a  d e  S t r e p to m y c e s , e s  la  q u e  g a -  
r a n t iz a  c lfn ic a m e n te  la  o b ten c iô n  d e  c o n c e n t r a c io n e s  a n t ib iô t ic a s  m â s  
e le v a d a s  q u e  en  la s  m e d ic a c io n e s  c o r r i e n t e s  d e  t e t r a c i c l i n a s  o r a l e s .
E stâ  a d is p o s ic iô n  d e  to d o s  la  e s ta d f s t ic a  s o b r e  lo s  -  
é x ito s  c u r a t iv o s  con e s t e  p r e p a r a d o ,  p e r o  no  s e  c o n s i d é r a  o p o rtu n a  -  
su  p r e s e n ta c iô n  p o r s a l i r s e  d e l te m a  d e  e s t e  t r a b a jo .  Sin e m b a rg o  s e  
d eb e  r e c a l c a r  que  todo  é s t c  no  ha  s id o  una  im p ro v is a c iô n  p r e p a r a t iv a  
o un h a lla z g o  fo r tu f to ,  s in o  e l f r u to  d e  un a m p lio  y c o m p le te  p ro g r a m s  
de  in v e s tig a c iô n  m ic ro b io îô g ic a  ,q u f m ic a , e n z im o lô g ic a  y f a rm a c o lô  -  
g ic a .
6 . 3 .  En G a n a d e r fa
O tra  a p l ic a c io n  d e  lo s  e n z im a s  p r o te o lf t lc o s  o b te n id o s  
a  p a r t i r  d e  n u e s t r o  t r a b a jo ,  h a  s id o  la  u ti l iz a c io n  d e  la  d e n o m in a d a  -  
"FRADIASA" en la  a llm e n ta c io n  d e  a n im a le s .
L a "FRADIASA" e s t â  c o n s t i tu fd a  p o r  t r è s  e n z i m a s ,q u e  
p a re c e n  a n â lo g o s  p e r o  n o  id é n t i c o s , a  t r e s  d e  lo s  s i e t e  e n z im a s  p r o  -  
t e o l i t ic o s  n o rm a lm e n te  s e c r e ta d o s  p o r  la  c e p a  tfp ic a  d e l S tr e p to m y c e s  
f r a d ia e  (A TCC 10 7 4 5 , o W aksm an 3 5 3 5 ) .  E s to s  t r e s  e n z im a s  so n  lo s  -  
q u e  p o r  e l e c t r o f o r e s i s , a p a re c f a n  c o m o  lo s  m â s  b a s ic  o s .
C o m o  s e  v é  m â s  a d e la n te ,  en la  s e r i e  d e  e n s a y o s  r e a ­
l iz a d o s  con  c o n e jo s  y  a v e s  d e  c o r r a l  s e  o b s e r v é  un a u m e n to  en  e l  p o r  
c e n ta je  d e  p e so  y  u n a  d is m in u c iô n  d e  la  c a n tid a d  d e  a l im e n te  n e c e s a r io  
p o r  u n id ad  d e  in c r e m e n to  d e  p e s o  p a r a  a n im a le s  jô v e n e s .
El e n z im a  p r o te o l î t i c o  d en o m in ad o  "FR A D IA SA ", e s  un 
p ro d u c to  c o m p le jo  e n z im â tic o  o b te n id o , en  c o n d ic io n e s  p a r t i c u l a r e s , 
a  p a r t i r  d e  n u e s t r a  c e p a  d e  S tr e p to m y c e s  f r a d i a e .
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E ste  e n z im a  p e r m i t e  a u m e n ta r  s e le c t iv a m e n te  la  v e lo -  
c id a d  d e  a b s o r c iô n  a  t r a v é s  d e  la  p a re d  in t e s t i n a l , l o  c u a l s e  p u e d e  u t i -  
l i z a r  p a r a  m e j o r a r  e l c r e c im ie n to  d e  lo s  a n im a le s  (H o o re m a n , 1 9 7 0 ) .
E ste  e n z im a  h a  d e m o s tr a d o  en  l a s  p ru e b a s  r e a l i z a d a s
q u e  :
F a c il i ta  la  d ig e s tio n  d e  l a s  p ro te fn a s  y a u m e n ta  l a  -  
d is p o n ib i l id a d .d e  s u s  a m în o â c id o s .
P ro v o c a  la  e v a c u a c iô n  d e l m u cu s  in te s t in a l  en  e x c e s o ,  
s in  r i e s g o  d e  a l t e r a c iô n  p a r a  la  m u c o s a  s u b y a c e n te ,  lo  q u e  a u m e n ta  se_ 
le c t iv a m e n te  la  r a p id e z  d e  a b s o r c iô n  a  t r a v é s  d e  la  p a r e d  i n t e s t i n a l , y 
lo  q u e  f in a lm e n te  e s t im u la  la  p r o te in o g é n e s is  a n te s  q u e  la  l ip o g é n e s i s .
R educe  la  m o r ta l id a d  y  la  m o r b il id a d .
-  A u m en ta  la  r a p id e z  d e  c r e c im ie n to  d e  lo s  a n im a le s  y  su  
p ro d u c t!  v id a d  •
P o r v fa  o r a l  n o  p r é s e n ta  n in g u n a  to x ic id a d .
No d e ja  n ingun  r e s f d u o  en  la  c a r n e  d e  lo s  a n im a le s  o
s u s  p ro d u c to s  ( l e c h e ,  h u e v o s  ) .  D eb id o  a  su  e s t r u c t u r a  y  s u s  pro^
p ie d a d e s  g é n é r a le s  t ie n e  un e fe c to  c o m p a r a b le  a l  d e  lo s  e n z im a s  d ig e s  
t iv o s  con  lo s  c u a le s  e s ta b le c e  un s in e r g is m o  en la  lu z  i n t e s t in a l ,  q u e  -  
no p u ed e  f r a n q u e a r  la  b a r r e r a  i n t e s t in a l .
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Se puede em plear en el agua de bebida y p referib lem en  
te  en lo s  a lim en to s. Las d o sis  recom endadas son resp ec tiv a m en te , -  
100.000 U A /litro  y 200 .000  U A /k g .
A ccion  sob re la s  protefnas de lo s  a lim entos
A igual concentracion  en Unidades A nson , la  "FRADIA­
SA" e s  netam ente m âs activa que lo s  en zim as p an creâ ticos, so b re  a l-  
gunas m aterias prim as a lim en tic ia s  de origen  an im al, y sob re la  ma­
yor parte de la s  m aterias p rim as a lim en tic ia s de origen  v e g e ta l-
Se com porta com o una endopeptidasa pudiendo tam bién  
rom per algunos de lo s  en la c es  que unen la s  protefnas, b ien de lo s  If- 
p id o s , o  de lo s  g lû c id o s .
También aumenta la  d isponibi lidad de lo s  am inoâcid os, 
y facilita  la acciôn  de o tras p ro tea sa s , de la s  lip a sa s y de la s  am ila -  
sa s  pancreâticas sob re su s su stra to s r e s p e c t iv e s .
Su adiciôn perm ite que s e  pueda em p lear rec ien tem en -  
te  en la fabricaciôn  de lo s  p ien sos com p u estos, con m aterias p rim as  
eco n ô m ica s, con lo  que s e  év ita  la  u tilizaciôn  de m aterias p rim as mâs 
fâcilm ente d ig e s t ib le s , pero m âs c a r a s , com o la lech e desnatada o la 
harina de pescado.
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Los resu ltad os de la  tabla que a contlnuaciôn s e  expone, 
indican que e s  esp ecia l m ente activa sob re el residuo de so ja , cebada y 
sob re todo tr ig o , por lo  que se  podrfa u tilize r  con prioridad com o su -  
plem ento en la fabricaciôn  de lo s  a lim entos para gan aderia , Tabla 42.
En el ca so  esp e c ia l del sa lvad o , cerea l que s e  puede -  
cultivar en d iferen tes  c lim a s y que e s  relativam ente r ic o  en p ro tefn as, 
présenta inconvenientes para la  alim entaciôn ahimal por su gran con te-  
nido en g lu ten . Sin em bargo al s e r  la "FRADIASA" un com plejo en zim â­
tico  capaz de so lu b iliz a r lo , e s te  inconveniente d esa p a rece .
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TABLA 42
ACCION DE LA "FRADIASA" SOBRE CEREALES
M ateria Prim a
N so lu b le  en N Total
Aumento N solu  
b le en solu  
b le tr ig o .
Conteni- 
do en Rtc 
tefn as.% T estigo
T estigo  
m âs En­
zim as  
Pâncress
Testigo  
m âs Fra 
d ia sa .
Enzi -  
m as Pdr 
c r é a s .
Fradia-
s a .
Harina de tr igo 12 ,9 3 1 ,3 34 ,5 66 ,5 1 0 ,4 112,6
Harina de cebada 11 ,5 2 7 ,2 3 2 ,3 4 7 ,0 18 ,9 54 ,1
Harina de m aiz 1 1 ,2 2 4 ,2 2 4 ,2 2 8 ,8 0 18,9
Residuo de tr igo 14 ,2 2 8 ,5 35 ,8 6 8 ,5 2 5 ,1 139,7
Residuo de soja 4 8 ,3 2 4 ,0 3 0 ,9 4 9 ,8 2 8 ,5 107,3
Resfduo de cebada 5 2 ,4 2 0 ,5 2 5 ,5 36 ,3 2 4 ,4 77 ,1
Harina de salvado 17,3 3 4 ,5 3 6 ,7 58 ,7 6 ,3 70 ,3
Harina de carn e 58 ,6 3 1 ,2 4 1 ,8 4 4 ,2 3 3 ,8 41 ,6
Harina de pescado 64 ,7 4 5 ,5 59 ,4 6 1 ,5 3 0 ,5 35 ,1
Harina de pluma 74 ,3 14 ,1 17,9 21 ,6 2 7 ,4 53 ,2
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A ccion sobre la s  protefnas de la m ucosa
La acciôn esen cia l de la  "FRADIASA" s e  e je r c e  a n ivel 
de la m ucosa in testin a l.
La mucosa in testin a l, frâg il com o todas la s  m u co sa s, 
estâ  protegida por un Ifquido v is c o s o , el m ucus in testin a l, que con s­
tituye una e s p e c le  de barrera protector a entre la  m ucosa y e l bolo ali_  
m enticio  en e l cu rso  de la d igestiôn .
Esta barrera évita que s e  estab lezca  un contacte d em a-  
sîado fntim o en tre la  pared Intestinal y la s  grandes m olôculas de lo s  
enzim as p ancreâticos que provocan la  d igestiôn  de lo s  a lim e n to s , y -  
que podrfan acabar por atacar a la  m ism a m u co sa .La m isiôn princi -  
pal e s  filtrar  râpidam ente pequenas m olôculas de alim entos ya d lg er î-  
dos que tienen que franquear esta  pared intestinal para ir  al torrente  
sangufneo.
Si e l mucus e s  exceslvam en te v is c o s o , é s te  frena e l -  
paso a la san gre de los a lim entes d ig er id o s . Por lo  tanto, e s  conve -  
niente obtener una viscosidad  ôptim a.
Los num erosos s tr e s s  sufridos corrien tem ente por los  
an im ales durante su crfa y sob re todo en la crfa in ten sificad a , s e  -  
traducen frecuentem ente en la  form aciôn de un gran ex ceso  de m ucus.
-  302 -
A SI por ejem p lo , se  ha dem ostrado en un cerd o de 100 k g s . en ayunas, 
que la cantidad de mucus que contiene en lo s  3 p rim eros m etros del -  
in testine puede fâcilm ente variar entre 10 y 200 m l . , cuando e l vo lu -  
men correspondiente a la luz in testin a l, e s  de un total de 600 m l.ap ro  
xim adam ente.
Estas variacion es tan am plias y no d e se a b le s , de la  -  
cantidad de m ucus afectan la  absorciôn  y por con sigu iente la  e fic a c ia  
a lim en taria .
La "FRADIASA" provoca una reducciôn moderada de la  
v iscosid ad  de e s te  m ucus y p erm ite su evacuaciôn  continua, sin  p ro -  
vocar la m enor alteraciôn  de la m ucosa y de sus m icr o v e llo s id a d e s .
Com o consecuencia  ha y un aumento de la  absorciôn  de 
lo s  com puestos b âsicos (am inoâcidos com o la  Usina y cation es m iné­
r a le s )  adem âs de lo s  com puestos neutros o âcidos (a z u c a r e s , â c id o s , 
g r a s o s  ) .
Tal se lectiv id ad  e s  consecu en cia  de la s  propiedades f i -  
sico -q u fm icas del m ucus in testin a l, que s e  puede con sid erar com o -  
una résin a  cam biadora de iones de tipo â c id o , su scep tib le  por c o n s i­
guiente de reten er lo s  com puestos b â s ico s .
La evacuaciôn por la "FRADIASA" del m ucus en e x c e s o ,
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dâ a es to s  com puestos b âsicos la  posibilidad de se r  absorbidos râpida­
m ente .
En f in , podem os d ec ir  que com o consecu en cia  de una -  
m ejor ab sorc iôn , s e  produce una ace leraciôn  en el crec im ien to  de lo s  
a n im a les , tanto en cantidad com o en ca lidad .
Acciôn sob re la  p rotein ogén esis
De la s  ob servacion es efectuadas sob re conejos y vacas  
con resp ecto  a la producciôn de ca r n e , s e  puede d ecir que la "FRADIA­
SA" p arece estim u lar la  p rotein ogén esis m âs que la  lip o g én es is .
Se ha h echo un estudio a n ivel industrial sob re 40 c e r -  
dos testig o s y 49 cerd os tratados que habfan recibido a partir de lo s  -  
20 k g s . de peso hasta su m atanza, hacia lo s  90 k g s - , una alim entaciôn  
racionada suplem entada o no con "FRADIASA". En e s te  en say o ,la rap i­
dez de crec im ien to  m edlo ha sid o  de un os 500 g /d fa , tanto para lo s  -  
an im ales tratados com o para lo s  testig o s; todos recibieron  una ali -  
mentaciôn racionada en funciôn de su edad y de su c om por ta m i en t o . La s  
d iferen cias im portantes reg istrad as son :
Indice de consum iciôn : 2 ,9 3  para lo s  an im ales trata­
dos en lugar de 3 ,29  para lo s  te s t ig o s .
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C lasificaciôn  de lo s  esq u ele to s ; 54% en lo s  an im ales
tra ta d o s , en lugar del 25%.
La concordancia en tre e s to s  dos û ltim os d a to s , con fir­
ma que estim u la  la  protein ogén esis m âs que la  lip o g é n e s is , lo  que r é ­
sulta lô g ico  ya que aumenta la  disponibilidad de lo s  am inoâcidos y fa­
c ilita  su ab sorciôn .
La "FRADIASA" s e  puede por tanto co n sid er a r , no co ­
mo un sim p le  factor de cr ec im ien to , sin o  com o un verdadero factor de 
eficac ia  p ro té ica , al lograr obtener de lo s  an im ales m âs m ûsculo  y me_ 
nos g r a s a .
A cciôn sob re e l crec im ien to  de lo s  an im ales Y /o  sob re
su productividad
Se han obtenido resu ltad os p ositivos sob re r a ta s , con e­
j o s ,  p o lio s , cerd os y v a ca s .
Se ha com probado en cerd os la  rentabilidad del em p leo  
de la  "FRADIASA", y lo  m âs conveniente e s  d istrib u irla  con el a lim en ­
te  desd e la  edad m âs joven hasta lograr un peso de 50 k g s .
U tilizada durante e l periodo recom endado, p erm ite  ob­
ten er , com o térm ino m edio, una dism inuciôn del indice de consum iciôn
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del 8 al 10% y un aumento de la  ganancia m edia cotidiana de un 5% a un 
10%.
Se hicieron también v a r ie s  ensayos en g ra n ja s . Todas 
la s  aves fueron alim entadas con p ie n so s , adicionados de en zim as p ro-  
te o lf t ic o s .
Dos de la s  gran j a s , com o ejem p lo , ten fan com o puntos 
com unes; naves idénticas en cuanto a e sp a c io , orien tac iôn , ven tilac iôn , 
etc - , a s f  com o en capacîdad; 6 .5 0 0  aves por nave.
En lo s  dos c a so s  s e  em plearon unas 6 .5 0 0  aves por lote  
de la es tir p e  VANGUARD AND GARRIXON.
Como p ien sos s e  usaron en form a de harina lo s  deno -  
m inados M -7 , para arranque y crec im ien to  y M -8 para 
engorde f in a l.
El enzim a adicionado a es to s  p iensos fué proteasa  
con una actividad de unas 2 .0 0 0  U A /m g . y en d o sis  de 800 .000  U A /k g- 
de p ienso ( 400 g r . por Tm . ) .
Las pruebas s e  h icieron  sim ultâneam ente con un lo te  -  
problem s y  otro te s t ig o , con polios sa lid os la  m ism a -  
fee ha de incubadora y sacrificad os en la 9@ sem ana de 
v id a , con crian za  desd e e l prim er dfa de v id a , en las
serva  que
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ja u la s .
Como puntos de d iferen cia  e s ta s  pruebas tuvieron :
La prim era prueba s e  h izo  en tiem po câ lido  y la  segu n -  
da en tiem po fr fo .
En la prim era prueba lo s  p ien sos M -7 y M -8 em p lea  -  
dos llevaban te tra c ic lin a , por e s ta r  e s ta  inclufda de or  
dinario en lo s  p ie n so s , a razon de 50 g .  por Tm.
En la  segunda prueba s e  anadio T etraciclina  b a se  a ra ­
zon de 25 g ./T m . para e l lo te  co n tro l. Para e l lo te  -  
problem a e l ad itivo fué de 1 ,3  K g. de m ice lio  r ic o ,m â s  
400 g . de p roteasa por Tm . de p ien so .
Al analizar lo s  resu ltad os de e s ta s  dos pruebas s e  ob-
E1 consum o total de p ien sos del problem a fué ligeram en  
te  su perior ( un 3 %) en la  p rim era prueba, que su  t e s ­
t ig o  corresp ond ien te y m arcadam ente in ferior  (un 6,5%) 
en la segunda. Esta d iferencia  s e  exp lica  por la s  v a ria ­
c ion es de su p erv iven cias entre am bas p ru eb as.
Los fnd ices de tran sform ée ion son m âs e le v a d o s , al -
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contrario  de lo  que se  esp era b a , en la  p rim era prueba, 
(tiem po câ lid o) que en la  segunda, tiem po fr io .
La m ortalidad e s  m arcadam ente in ferior a la  de lo s  te ^  
t ig o s , 1,6%, frente a 4,9% a la  prim era prueba y 4,8%, 
f rente a 7 ,9% a la  segun da.
El p eso  en vivo to ta l, e s  m ayor para lo s  p rob lem as,q u e  
para lo s  te s t ig o s .
Se puede d ecir  que la p roteasa usada e s  un com plejo  -  
en zim âtico  que p erm ite aum entar se lectivam en te la  ra ­
pidez d e absorciôn a tra v és de la pared in testinal y que 
m ejora e l estado san itario  y el crec im ien to  y producti -  
vidad de lo s  a n im a les . Tabla 43.
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TABLA 43
PRUEBAS REALIZADAS EN ALIMENTACION DE AVES, CON ENZIMAS 
PROTEOLITICOS
RESUMEN DE LOS EXPERIMENTOS
13 PRUEBA 23 PRUEBA
C O N C E R T O S TESTIGO PROBLEMA TESTIGO PROBLEMA
NP de polios 6 .2 5 0 6 .687 6 .226 6 .3 7 6
Porcentajes re sp ec to  a su  
testigo 100% 107% 100% 102%
M ortalidad durante la  prue­
ba 309 106 494 304
Porcentajes re la tiv es  (a tes  
tigo) 100% 34,3% 100% 61,5%
P orcentajes absolûtes ( r e s ­
pecto a în ic ia le s ) 4,9% 1,6% 7,9% 4,8%
Supervivencia de aves 5 .8 6 0 6 .581 5 .732 6 .0 7 2
Porcentajes resp ecto  a te s ­
t ig o . 100% 112,3% 100% 105,9%
P orcentajes absolûtes r e s ­
pecto a in ic ia l 95,1% 98,4% 92,1% 92,5%
Peso en v ivo  final de la prue 
ba 7 .8 9 0  kg 8 .675  kg 7 .6 5 8  kg 8 .2 2 3  kg
P orcentajes re sp ec to  a te s ­
tigo 100% 110% 100% 107,4%
Peso m edio por polio 1 .3 4 6 ,4  g 1 .3 1 9 ,7  g 1 .3 3 8 ,4  g 1 .3 5 6 ,5  g
Porcentajes resp ecto  a t e s ­
tigo 100% 98% 100% 101,4%
Consumo total de pienso 22 .160  kg 22.830  kg 2 0 .960  kg 19 .595  kg
Porcentajes re sp ec to  a te s ­
tigos 100% 103% 100% 93,5%
Indice de transform aciôn 2 ,8 1 2 ,63 2 ,7 3 2 ,3 2
Porc en ta je  resp ec to  a tes  -  
tigo 100 93 ,7 100 8 7 ,6  j
3 0 1
6 .4 .  En c e rv e ce r ia
Una aplicacion  im portante de lo s  en zim as estâ  en e l -  
em pleo en la fabricaciôn  de c e r v e z a s . A v e c e s  se  necesitan  su stan cias  
de naturaleza proteolftica que ayuden a h id ro iizar, o so lu b iliza r , la s  -  
protefnas r e s id u a les , aumentando su rendim iento y actuando adem âs 
de clarifican te  y estab ilizad or co lo id a l, (56) .
Las pruebas in du stria les sob re turbidez proteica de so  
luciones acu osas anadidas de en zim as p roteolfticos de S treptom yces -  
fradiae hechas en una fâbrica de cerv eza  espan ola , ponen de mani -  
fiesto  su utilidad en e l cam po cerv ecero  para prévenir la turbidez en 
el alm acenam iento de lo s  elaborados, adem âs de confirm ar resu ltados  
p rév in s.
Para esta b lecer  un a n â lis is  estad fstico  del control de 
calidad , s e  rea lize  una prueba experiem ental con cerv eza s  de dos tipos  
( I l  y 139 Balling) , obtenidas por e l p roceso  convencional de la fâbrica  
y afiadiéndose "KERASA"(una proteasa de 1.000 U A /m g .) ,  a dos con -  
ce n tr a c io n es , al term inar la ferm entaciôn prim aria y antes de pasar a
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la fa se  de guarda en la que s e  produce la ferm entaciôn  secundaria que 
dura un os 50 d ia s . A ntes del envasado final s e  f iltrô  la  cerv eza  y s e  -  
pasteurizaron  la s  b o te lla s .
S im ultâneam ente, sigu iénd ose un p rocedim iento idén -  
t ic o , s e  adicionô a otra proporc ion del m ism o lo te  de cada cerv eza  t i­
po (11 y 139 B) un preparado com ercia l de papafna "Proteolisfn", en -  
lugar de "KERASA", a dos con cen tracion es.
Para igual tipo de c e r v e z a , la  adiciôn de "KERASA" -  
1000 o "Proteolisin" c o m e r c ia l, no influye en la s  d eterm in acion es an a- 
l it ic a s  efectu ad as.
Las d eterm in aciones de b rillo  s e  h icieron  segun la s  -  
norm as EBC, y s e  rea lizaron  tras e l a lm acenam iento a tem perature de  
estan te  y choque térm ico  con enfriam iento a 09 -  59 C . ,  durante 24 ho 
r a s ,  en lo s  d ias 1 5 ,3 0 , 60 y 100, de vida es ta n te . Los resu ltad os s e  -  
expresan en unidades arb itrar ia s de turbid ez, lo  que hace com parât! -  
va la  prueba con lo s  d istin tos en zim as y co n cen tracion es.
En la tabla 44 s e  resum en lo s  resu ltad os de turbidez  
obtenidos para cada uno de lo s  6 tratam ientos en zim âticos c ita d o s , Se  
hizo una m uestra de 2 b a rr ile s  en cada tratam iento y  7 b o te llas de c a ­
da b arril ( 14 v a lo res  por tra ta m ien to ).
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Se dan, bajo e l epfgrafe "Inicial", v a lo r es  m ed ics y -  
m ârgenes de confianza para la  turbidez de la s  ce rv e za s  rec ien  en fr ia -  
das y em b o te lla d a s.
Los v a lo r es  de turbidez corresponden a la  c e r v e z a  em -  
b otellad a , m antenida en estan te  a tem peratura am biante, e l nûm ero de 
dfas que s e  Indican (vida en e s ta n te ) , y  a lo s  v a lo res de turbidez de -  
la s  c e r v e z a s ,  que con e l m ism o tiem po de tem perature am b ien te , se  
m antienen en fr ig o rffico  en tre 09-5QC. ,  la s  24 horas précéd antes a -  
la s  le c tu r e s .
El a n â lis is  d e resu ltad os indica que,para cada trata  -  
m iento en zim âtico  corresp on d ien te , la  "KERASA" con sign e en la s  c e r ­
v eza s de 11 y 139 B a la s  con cen tracion es em p lead as, una m enor tur­
bidez que e l enzim a convencional de papafna em pleado a la  con centra­
cion ordinaria en fâb r ica .
En la  ce rv e za  de 119 B no hay d iferen cias s ig n if ic a t i-  
vas en tre la s  d os con centracion es em pleadas de "KERASA", ni en la  
turbidez ab so lu ta , ni en la evoluciôn de la m ism a , a lo  largo  de a lm a­
cenam iento del p ro ce so .
En la ce rv e za  de 139 B, la s  d iferencias en tre lo s  d os -
tratam ientos en zim âticos son muy c la r a s , en lo s  v a lo res ab so lû tes de  
turbidez a favor de la  "KERASA".
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Otra de la s  variantes estu d iad as, fué el increm ento m e­
dio de turbidez por enfriam iento (choque té r m ic o ).
De lo s  datos de la  tabla 44, s e  deducen lo s  increm entos  
de turbidez (A  ) causados por e l enfriam iento de cada tratam iento en -  
z im â tico , segun la s  fechas de valoraciôn de tu rb ios . Dicho valor (/^ ) 
expresa e l increm ento de turbidez por choque térm ico .
La tabla 45, resu m e lo s  datos obtenidos para es to s  in -  
crem en tos y pone de m an ifiesto , que para ce rv e za s  de 119 B no hay di­
feren cias ap reciab les en lo s  tratam ientos en zim âticos estu d iados. En 
alm acenam ientos m âs prolongados de c e r v e z a , el tratam iento con "KE­
RASA" lleva  a term  inados con m ayor estabilidad  ffs ica  (m enor turbidez) 
por choque térm ico .
En la cerveza  de 139 B la  m ayor estabilidad de lo s  trata­
m ientos con "KERASA", en cuanto al choque tér m ic o , s e  evidencia d es­
de la prim era valoraciôn a lo s  15 d fa s , m anteniéndose o acentuândose 
con la vida en estan te .
Los va lores de Vm y M, s e  representan en la  grâfica  
22, donde se  aprecia claram ente que no hay d iferen cias s ign ifica tives  
para la cerveza  de 119 B en los tre s  tratam ientos enzim âticos y que es  
ca si nulo el increm ento de turbidez por choque térm ico .
3IA
TABLA 45
INCREMENTOS DE TURBIDEZ
TRATAMIENTO 15 30 60 100 Vm M
CERVEZA 1 IQ B
Proteolisfn  2 g /H l. - 0 ,0 6 0 ,0 4 0 ,0 6 0 ,0 5 0 ,0 2 0 ,0 5
K erasa 1 g /H l- -0 ,0 7 0 ,0 4 0 ,0 4 0 ,0 2 0 ,0 1 0 ,0 4
K erasa 2 g /H l. -0 ,0 5 0 ,0 4 0 ,0 2 0 ,0 2 0 ,0 1 0 ,0 3
CERVEZA 13Q B
P roteolisin  4 g /H l. 0 ,0 9 0 ,19 0 ,2 5 0 ,2 6 0 ,2 0 0 ,0 7
K erasa 2 g / h l . -0 ,0 5 0 ,0 7 0 ,1 2 0 , 12 ‘ 0 ,0 6 0 ,0 6
K erasa 4 g /H l. 0 ,0 6 0 ,1 2 0 ,1 0 0 ,1 2 0 ,1 0 0 ,0 3
Vm = Valor m edio de (A  ) en cada tratam ien to ,con  independencia 
de la fee ha de m u estreo , obtenido por suma algebraica de -  
lo s  8 va lores m edios ( 2 b a rr ile s  por 4 m uestreos de fee ha ) ,  
obtenidos por resta  de la turbidez m edia de 7 b otellas en c a ­
da c a s o , le idos a 0-59C . y tem peratura am biente.
M = Margen de confianza de la  media por P = 95% y 7 lib er ta d es.
6RAF1CA 22
INCREM ENTO DE TURBÏDEZ EN C ER VEZA  
FOR CHOQUE TERMICO ENTRE 20*C Y 0°-5®C 
100 DIAS DE ESTANTE.
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En la cerv eza  de 13S B , d icho increm ento e s  ap recia  -  
ble y e l tratam iento con ’’KERASA" e s  sign ifica tivam en te m âs e fic a z  -  
que el tratam iento con preparado de papafna, pero sin  a p r e c ia r se  s ig ­
n ifie ac ion en tre la s  dos d o s is  de "KERASA" estu d iad as.
%. CONCLUSIONES
1 .-  La cepa original de Streptom yces fradiae 
em pleada, ha producido p roteasas con buenos rendim ientos en la s  con- 
dicion es y m edios en sayad os.
2 . -  Las ferm entacion es con una tem perature de incu— 
bacion de 40Q C . ban sid o  la s  m ejores de la s  ensayadas en cuanto a -  
crec im ien to  y produce ion de p ro tea sa s .
3 . -  Se ban obtenido lo s  m ejores resu ltad os en ferm en­
taciones con caudal de a ir e  de 1 lit r o ,  por litro  de m edio por m inuto.
4 . -  Las ad iciones de varios n u tr ien tes , a lo s  m edios 
de cu ltive en sayad os, a d iferen tes boras y con centracion es durante las  
ferm entaciones en las condiciones en sayad as, no dieron ningùn r e su l-  
fado p ositivo .
5 . -  El m edio ensayado 2 , en el que s e  sustituyô el -  
polvo de pezuna por harina de so ja , levadura de cerveza  y co r n -s te e p ,  
com o m ater ia les p roteicos y se  re forzô  con alm idôn , résu lté  se r  e l -
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m ejor para la s  ferm entacion es y produce ion de p ro tea sa , con la  cepa  
o r ig in a l.
6 . -  De la  cepa orig inal de S treptom yces frad iae , 
n u estro , s e  a islaron  p osteriorm en te co lon ies b lancas y r o s a s .  Los
resu ltad os de la s  ferm aitacion es de lo s  ca ldos procédantes de inôculos  
de una u otra co lo n ia , han sid o  d e s ig u a le s .
7 . -  El m edio ensayado E -4 , en e l que r e sp e c te  al m e—  
dio 2 , s e  rebajô la concentraciôn  de harina de soja y c o r n -s te e p , s e  -  
p rescin d iô  de la  levadura de ce r v e z a  y s e  anadiô al m edio  carbonato  
c â lc ic o ,  ha resu ltad o  se r  el m ejor para la obtenciôn de lo s  ca ld os m âs 
a ctiv es  en actividad p ro teo lit ic a , u tilizando com o inocu le la  colonia  -  
blanc a del Streptom yces fr a d ia e ..
8 . -  Las p ro teasas con m ayor actividad p ro teo litic a , 
tante en unidades Q ueratinolfticas com o H em oglob in olftîcas, procedfan  
de:
a) Caldos de ferm entaciôn cosech ad os con un 
pH final de 7 ,5  â 8 ,4 .
b) F erm entaciones con la colonia blanca»
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c )  Caldos de ferm entaciôn cosechados con m âs 
de 12.000 U- H em og lob in o liticas/m l.
9 . -  Las p o ster îo res  ferm entaciones obtenidas en la  
Planta In d u stria l, siguiendo el p roceso  desarrollado  por nosotros para 
la Planta Sem ipiloto  y la Planta P iloto , han confirm ado lo s  resu ltad os -  
previos estab lec id os en n uestro trabajo.
1 0 .-  Las p roteasas obtenidas por ferm entaciôn y s i ­
guiendo el p roceso  anteriorm ente c itad o , han sido muy e fic a ce s  em -  
pleadas com o depilantes de p ie le s  de cordero-
1 1 .-  Estas m ism as proteasas han dem ostrado tambien  
su utilidad em pleândolas com o potenciadoras de la  acciôn antibiôtica  
del C lorhidrato de T etracic lin a . Entran en la com posiciôn  de la s  e s -  
pecialidades "TETRALEN” y "CLOR-MITEN".
1 2 .-  Se ha preparado un produc to c o m e rc ia l, "FRADIA-
SA ", que s e  em plea com o aditivo de los p ien so s , en la ali men tac ion de
a n im a les , a partir de la s  p roteasas obtenidas.
1 3 .-  A sim ism o y com o otro produc to com ercia l pre­
parado por la Cfa. , "KERASA", se  han probado y s e  em plean en la 
industria c e r v e c e r a , com o so lu b ilizad ores de las proteinas resid ua—
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le s  de la s  c e r v e z a s  y com o produc to c la r ifica n te  y e s ta b illz a r  cobi- 
d a l.
3Zl
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